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RESUMO 
 
 
CECHIM, Flávio Endrigo. QUITOSANA NA INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA E 
CONTROLE IN VITRO DE MOFO CINZENTO, PODRIDÃO PARDA E PODRIDÃO 
AMARGA. 97 f. Tese (Doutorado em Agronomia) – Programa de Pós-Graduação em 
Agronomia (Área de Concentração: Produção vegetal), Universidade Tecnológica Federal do 
Paraná. Pato Branco, 2014. 
 
 
Com o crescimento populacional acelerado e a diminuição das áreas para cultivo, o aumento 
da produtividade de gêneros alimentícios de todos os tipos é essencial para o atendimento da 
população mundial, no entanto as perdas desde o momento de colheita até a chegada ao 
consumidor limita a oferta de frutas ao consumidor. Estas perdas na pós-colheita de maçã, 
morango e pêssego, são na sua maioria causadas por fitopatógenos causando podridões. Estas 
podridões são causadas por vários fungos, dentre estes estão o Colletotrichum sp., causador da 
podridão amarga em maçãs, Botrytis cinerea agente causador do mofo cinzento em morangos 
e Monilinia fructicola em pêssegos o qual causa a podridão parda. Usualmente o controle 
destes fungos é efetivado com a utilização de fungicidas, no entanto, a utilização de químicos 
neste processo preocupa os consumidores, pois, podem existir resíduos nas frutas e no 
ambiente. Desta forma métodos alternativos como a indução de resistência podem ser 
alternativas para o controle dos microrganismos causadores de doenças na pós-colheita de 
frutos. A indução de resistência consiste em estimular através de moléculas elicitoras 
(indutoras) as defesas vegetais, ou seja, a síntese de composto que atuem diretamente sobre o 
fitopatógeno como as proteínas-RPs, ou que promovam o reforço estrutural nos tecidos 
adjacentes ao sítio de infecção do fungo. A quitosana retirada da carapaça de crustáceos é 
uma alternativa de molécula elicitora de baixo custo e sem riscos ao consumidor que vem 
sendo utilizada na indução de resistência em frutos na pós-colheita. Esse biopolímero 
apresenta a capacidade de desencadear as respostas defensivas dos frutos; maçã, morango e 
pêssego contra os fungos, Colletotrichum sp., Botrytis cinerea e Monilinia fructicola 
respectivamente. Foram desenvolvidos experimentos na Universidade Tecnológica Fededral 
do Paraná durante os anos de 2013 e 2014, com objetivo de verificar a capacidade da  
quitosana de induzir as defesas dos frutos da maçãs, morangos e pêssegos em pós-colheita, 
bem como , a atividade fungistática sobre os fungos Colletotrichum sp., Botrytis cinerea e 
Monilinia fructicola em condições in vitro. Para os experimentos com os frutos o indutor foi 
aplicado nas concentrações 0,25; 0,5; 1,0 e 2,0% e a testemunha (água destilada), os 
tratamentos foram organizados em delineamento inteiramente casualizado com quatro 
repetições de 20 frutos de maçã, 20 frutos de morango e 15 frutos de pêssego. Os frutos foram 
selecionados e padronizados, sendo em seguida as maçãs e os pêssegos submetidos ao 
tratamento por imersão em soluções de quitosana, já os morangos foram tratados pulverizando 
a solução contendo quitosana diretamente sobre os frutos. Após 24horas, os frutos foram 
inoculados, com uma suspensão contendo conídios do patógeno Colletotrichum sp. nas 
maçãs, B. cinerea em morangos e M. fructicola em pêssegos na concentração 5.10-3 
conídios/ml diretamente sobre os frutos com auxílio de um borrifador e de uma micropipeta. 
Após a realização dos tratamentos os frutos foram acondicionados em B.O.D. a 26 ± 1 °C 
para maçãs e pêssegos e a 10 ± 1 °C para os morangos. Foram realizadas avalições periódicas 
após a implantação e no término dos experimentos para os seguintes parâmetros, físico-
químicas (perda de massa, sólidos e solúveis totais, acidez titulável, firmeza de polpa, 
incidência de podridões) e bioquímicas (proteínas, açúcares redutores, açúcares totais, 
antocianinas, flavonoides, e a atividade das enzimas fenilalanina mônia-liase(FAL), 
  
peroxidases, quitinases e β-glucanases). Nos experimentos in vitro avaliou-se o efeito da 
quitosana sobre os patógenos (Colletotrichum sp, B. cinerea e M. fructicola) Os fungos 
previamente cultivados em placas puras forma transferidos para placas contendo meio B.D.A. 
com as concentrações de quitosana (0; 0,25; 0,5, 1 e 2%). Sendo após 24 e 48 horas realizadas 
as medições perpendiculares do diâmetro da colônia pra verificar o crescimento micelial. Os 
dados dos experimentos foram submetidos à análises de normalidade e de variância e as 
médias comparadas pelo teste de Tukey e de regressão (p=0,05), com auxílio do software 
Assistat. Os resultados demonstraram a interferência da quitosana sobre a indução de 
resistência ao controle da incidência da podridão amarga em pós-colheita de maçãs Gala, 
ativando a PRPs B-1-3 Glucanase e no controle de Colletotrichum sp in vitro com ação 
fungistática. Já em morango o indutor controlou o mofo cinzento ativando as peroxidases e 
quitinases e β-1-3-Glucanase e diretamente o fungo B. cinerea in vitro. Em pêssegos a 
atuação foi sobre a manutenção da qualidade dos frutos, na indução ativando os genes da 
quitinase, β 1-3 Glucanase e da mesma forma em in vitro sobre M. fructicola. Conclui-se 
então que a quitosana apresenta um grande potencial na indução de resistência de frutos na 
pós-colheita, ativando as defesa contra fungos fitopatogênicos e diretamente sobre os mesmo 
com atividade fungistática e fungitóxica in vitro. Sendo que nos frutos de maçã cv. Gala atuou 
diretamente sobre os parâmetros físico-químicos reduzindo a perda de massa, mantendo a 
firmeza de polpa e reduzindo capacidade de esporulação de Colletotrichum sp. confirmando 
também o efeito indutor pela ativação da enzima β-1,3 glucanase e a atividade fungistática 
sobre Colletotrichum sp. in vitro com redução do crescimento micelial. Já em morangos cv. 
Camarosa, ativa a síntese das proteínas-RPs quitinases e β-1-3 glucanases contra o mofo 
cinzento, mantém a firmeza de polpa em níveis mais elevados e interfere no metabolismo dos 
açúcares totais e redutores e das flavonoides. E ainda atua diretamente sobre B. cinerea 
diminuindo crescimento micelial in vitro em relação controle. Nos frutos de pêssego a 
quitosana atua na indução de resistência a podridão parda em pós-colheita de pêssegos 
“delicioso” ativando as enzimas FAL, quitinase e β-1-3-glucanases. E Atua sobre M. 
fructicola in vitro com ação fungistática. 
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ABSTRACT 
 
CECHIM, Flávio E; CHITOSAN ON INDUCTION OF RESISTANCE AND CONTROL IN 
VITRO MOFO GRAY , ROT ROT AND BITTER PARDA. 97 p. Thesis (Doctorate in 
Agronomy) – Agronomy Postgraduate Program (Focus Area: Plant Production), Universidade 
Federal Tecnológica do Paraná. Pato Branco, 2014. 
 
 
With the rapid population growth and the reduction of areas for cultivation, the increased 
productivity of foods of all kinds is essential to meet the world's population demand. However 
post-harvest losses from the time of harvest until the arrival to the consumer, limits the supply 
of fruits to the consumer. The losses in the post-harvest of apples, strawberries and peaches, 
caused by the incidence of rot led by phytopathogenic fungi, is responsible for most of the 
losses. These rots are caused by various fungi, among these are the Colletotrichum sp., cause 
of bitter rot on apples, Botrytis cinerea causative agent of gray mold on strawberries and M. 
fructicola on peaches which causes brown rot. These phytopathogens are fungi with high 
ability to spread infection and therefore cause serious damage to fruits, generating losses in 
post-harvest. Usually the fungi control is conducted with the use of fungicides. However, the 
use of chemicals in the process concerns consumers, since there may be residues in fruits and 
the environment. Therefore, alternative methods like the resistance induction can be used to 
control the disease-causing microorganisms in the postharvest fruits. The induction consists 
on stimulating the plants defenses through (inducing) elicitor molecules, specifically the 
synthesis of compounds that act directly on the pathogen as phenols, protein-RPs, or 
producing structural reinforcement of tissues adjacent to the site of infection of the fungus. 
Currently, chitosan extracted from crustacean shells is an alternative elicitor molecule of low 
cost and no risk to the consumer that has been used in the induction of the resistance in 
postharvest fruits. This biopolymer has the ability to trigger the defensive responses of the 
fruits; apple, peach, and strawberry against fungi Colletotrichum sp., Botrytis cinerea and 
Monilinia fructicola, respectively. The inductor was applied at concentrations of 0.25, 0.5; 1.0 
and 2.0% and on the control (distilled water). The treatments were arranged in a completely 
randomized design with four replications of 20 apple fruits, 20 strawberry fruits and 15 peach 
fruits. The fruits were selected and standardized, and subsequently the apples and peaches 
were subjected to treatment by immersion in solutions of chitosan, and strawberries were 
treated by spraying the chitosan-containing solution directly onto the fruits. After 24 hours, 
the fruits were inoculated with a solution containing conidia of the phytopathogen 
Colletotrichum sp. on apples, B. cinerea on strawberries and M. fructicola on peaches, in 
concentrations of [5.10]^(-3)  conidia/ml directly on the fruit, with the help of a spray bottle 
or with a micropipette in the case of apples, directly inoculating the solution in an wound to 
the 2 mm bark. After completion of the treatments, the fruits were placed in BOD at 26 ± 1 ° 
C for apples and peaches, and 10 ± 1 ° C for strawberries, and evaluated after 24 hours to 
determine the following parameters; weight loss, physical and chemical analysis (solids and 
total soluble, titratable acidity, firmness, decay incidence) and biochemical (protein, reducing 
sugars, total sugars, anthocyanins, flavonoids, FAL, peroxidase, chitinase and β-glucanase). 
An initial sample of the fruits was taken to carry out the initial analyzes, using this data as 
comparative parameters. In a second experiment, the fungus (Colletotrichum sp, Botrytis 
cinerea and M. fructicola) were grown in the middle of culture containing the different 
concentrations of chitosan, to verify the existence of fungitoxic or fungistatic effect of the 
biomolecule in vitro. The fungi were previously cultivated in clean plates, and subsequently 
transferred to plates containing PDA medium with the chitosan concentrations (0, 0.25, 0.5, 1 
  
and 2), and after 24 and 48 hours, were performed perpendicular measurements of the 
diameter of the colony to verify its mycelial growth. Data from experiments were submitted to 
analysis of normality and variance, and measures were compared by Tukey test and 
regression test (p = 0.05), with the assistance of Assistat software. The results demonstrated 
the interference of chitosan on the induction of resistance to control the incidence of bitter rot 
in postharvest Gala apple, activating the PRPs B-1-3 glucanase and control of Colletotrichum 
sp in vitro with fungistatic action. On strawberries, the inductor controlled the gray mold by 
activating the peroxidase, chitinase and β-1-3-glucanase, directly under the fungus B. cinerea 
in vitro. On peaches, the action was on the maintenance of fruit quality, on the induction, 
activating genes of chitinase, β 1-3 glucanase, and on the same way, on the in vitro of M. 
fructicola. Therefere, it has been concluded that chitosan has great potential in the induction 
of fruit resistance in post-harvest, activating the defense against pathogenic fungi, and directly 
over the latter with fungistatic activity and in vitro fungitoxic activity. 
 
 
Keywords: Apple, Strawberry, Peach, Post-Harvest, Protein-PR, chitinase and β-1,3-
glucanases 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 
1.1 INTRODUÇÃO 
A fruticultura mundial produziu em 2013 cerca de 822,301 milhões de toneladas de 
frutas ocupando uma área de 73,066 milhões de hectares. Tendo como os três maiores 
produtores, a China (20,1%), Índia (13,9%) seguida pelo Brasil (6,4%), com 45,1 milhões de 
toneladas produzidas em 2,2 milhões de hectares distribuídos pelo país (ANUÁRIO, 2014). 
Neste setor agrícola o Brasil tem apresentado crescimento contínuo, principalmente 
pela grande diversidade de espécies cultivadas, constituindo-se em grande parte por frutas de 
clima temperado. No entanto graças a sua extensão territorial, posição geográfica, condições 
climáticas e de solo o potencial para a produção de frutas tropicais e subtropicais, é de 
destaque. Ainda devem-se considerar as exportações que crescem na ordem de 19,53% e a 
mão de obra empregada na fruticultura, que chega a 5,6 milhões de pessoas, correspondendo a 
34% da mão de obra agrícola (BRAZILIANFRUITS, 2010; IBGE, 2011; ANUÁRIO, 2014). 
Entre os principais estados produtores de frutas está o Paraná, ocupando a 6º posição, 
com uma área cultivada de 70,8 mil hectares produzindo 1,7 milhão de toneladas das mais 
diversas frutas (34 espécies), distribuídas por todas as regiões do estado, pois o Paraná está 
localizado em uma região de transição climática com vários tipos de solo, o que segundo a 
SEAB, (2012) gerou R$ 1,0 bilhão, em 2011 (ANUÁRIO, 2014). 
Dentre as dez principais frutas, produzidas no Estado, estão à cultura da maçã 1,9 mil 
hectares, onde se obteve 58,2 mil toneladas, do pêssego cultivado em 1,4 mil hectares, com 
17,8 mil toneladas e a cultura do morango 570 hectares, que produziram 16,2 mil toneladas 
(SEAB, 2012). 
O Brasil bem como outros países, busca o aumento na produção de frutas para suprir 
as necessidades da demanda global de alimentos, devido o crescimento populacional que é 
maior que o crescimento na produção de alimento. Além do aumento na produção e na 
produtividade medidas que reduzam as perdas em pós-colheita são indispensáveis, segundo 
Neves Filho et al., (2007) para que a demanda global seja atendida. As perdas ocorrem 
durante todo o processo de colheita até a chegada ao consumidor, e estão mutas vezes 
relacionadas com alterações na aparência visual, frescor, cor, defeitos e deterioração, textura, 
firmeza, resistência, integridade do tecido, sabor, aroma, valor nutricional e segurança e são 
ocasionadas principalmente pela deterioração normal dos frutos devido o tempo que o mesmo 
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permanece armazenado ou exposto para a comercialização. Porém as perdas são aumentadas 
ou aceleradas, pelos danos sofridos após a sua colheita, e pelo ataque de fitopatógenos 
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). 
A diminuição das perdas é um desafio constante, pois os frutos apresentam 
características que os tornam mais susceptíveis a perdas, como o elevado teor de água e 
nutrientes, o metabolismo acelerado e as interações com os patógenos causadores de 
podridões, sendo estas potencializadas pelas injúrias ocorridas na pós-colheita (KADER, 
2002). 
As perdas em frutos de pêssego segundo Martins et al. (2006), variam de 4,9 a 44,5%, 
em morangos a incidência média é de 85% de doenças (PARISI; SINIGAGLIA, 2011) e em 
maçãs as perdas podem chegar a 20%. Sendo ocasionadas na maior parte dos casos por 
podridões fúngicas. 
As podridões são ocasionadas por fungos que infectam e penetram no hospedeiro 
diretamente pela epiderme, pela cutícula intacta, aberturas naturais, bem como por ferimentos 
na superfície dos frutos, as quais são aumentadas pelas injúrias sofridas ao longo da colheita, 
do transporte e do manejo para a comercialização, evoluindo na medida em que a maturação 
dos frutos ocorre e as condições ambientais favorecem o crescimento do patógeno (BENATO, 
1999; ZAMBOLIM et al., 2002). 
Dentre as podridões que atingem os frutos de maçãs, a podridão amarga é a mais 
importante e apresenta ocorrência em praticamente todos os países onde a macieira é 
cultivada. A infecção inicia-se pela epiderme intacta e evolui com a entrada do patógeno 
através de um ferimento causado por insetos ou ocorridos durante o manejo na pós-colheita. 
Essa podridão caracteriza-se pela formação de lesões arredondadas necróticas, aquosa, 
deprimida, circular e de cor marrom, onde a epiderme afetada pode apresentar círculos 
concêntricos, com pontos alaranjados de aspecto ceroso, sendo estes pontos frutificações 
conidiais (SANHUEZA et al., 2002). 
Os fungos do gênero Colletotrichum sp são representantes da família Glomerellaceae, 
na forma anamórfica do fungo Glomerella cingulata, sendo responsáveis pelo 
desenvolvimento de doenças conhecidas como antracnoses em mais de uma centena de 
hospedeiros (BERGAMIM FILHO; AMORIM, 2011). 
Na forma assexuada produzem acérvulo (corpo de frutificação) do tipo peritécio que 
são estruturas em forma de garrafa que se comunica com o exterior por uma abertura, um poro 
ou ostíolo, através da qual os ascósporos são liberados. O canal de liberação dos ascósporos 
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pode ser forrado por estruturas com morfologia capilar designadas por perífises 
(BERGAMIM FILHO; AMORIM, 2011). 
Os conídios são produzidos durante todo o ano em lesões novas ou velhas de folhas, 
ramos verdes ou secos, inflorescências mumificadas e nas raques desenvolvidas, sendo 
disseminados na planta pela água da chuva. 
O fungo Botrytis cinerea é o responsável por um dos principais problemas em pós-
colheita do morango no Brasil. Este fitopatógeno segundo Sanhueza, (2002) é de ocorrência 
generalizada, afetando pecíolos, folhas, botões florais, pétalas. 
Por se tratar de um organismo polífago, afeta mais de 300 espécies de plantas, e ainda 
podem ser saprofíticos na ausência de hospedeiros, permanecendo no ambiente em restos de 
cultura.  
Nos frutos segundo Fortes (2005) caracteriza-se pela presença de uma massa cinzenta 
na superfície, deixando os tecidos infectados marrom claro, onde se desenvolve uma 
abundante massa de micélio e esporos de aspecto cotonoso que evoluem rapidamente 
tomando todo o fruto seco e rígido (SIMON et al., 2005). O fungo B. cinerea pertence a 
Família Moniliaceae, que apresenta conídios e/ou conidióforos hialinos ou levemente 
coloridos que são facilmente disseminados pelo vento e pela água. No entanto podem ficar 
latentes nos frutos e se desenvolver após a colheita em frutos aparentemente sadios (REIS; 
COSTA, 2011). 
Já a podridão parda causada pelo patógeno Monilinia fructicola em pêssego, é a 
principal doença das frutas de caroço, sendo responsável pela destruição considerável de 
frutos maduros, tanto no pomar quanto durante a comercialização (ANDRADE, 1995; 
CAMPOS et., 2005).  
Sua característica básica é a formação de esporos sexuais denominados ascósporos, 
dentro de uma estrutura chamada asco. 
A podridão parda ocorre praticamente em todos os pomares, causando lesões pequenas 
pardacentas que evoluem para manchas marrons com a colonização dos tecidos vizinhos pelo 
fungo. Com o passar do tempo os frutos infectados tornam-se completamente cobertos de 
esporos (GARRIDO; SÔNEGO, 2003), mantendo-se nos pomares em frutos mumificados, em 
ramos da planta e no solo (CAMPOS et al., 2005). 
Estes fitopatógenos são responsáveis por perdas significativas, em consequência do 
grande potencial de infecção, penetração e do difícil controle (GARRIDO; SÔNEGO, 2003). 
Dentre os métodos de controle empregados na pós-colheita de frutos, o controle 
químico demonstra ser o método mais eficiente na redução de infecções fúngicas, onde os 
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fungicidas utilizados podem ser de contato, agindo somente quando em contato direto com 
microrganismo, sistêmico se translocando no interior da planta, translaminares quando atuam 
na lâmina foliar (limbo) ou mesostêmicos com a capacidade de atuar no mesófilo foliar. 
Porém esse método pode ter sua eficiência diminuída quando o patógeno se instala 
abaixo da cutícula, ou pela à resistência dos patógenos ao químico, o que impulsiona a busca 
por estratégias alternativas para o controle de doenças fúngicas na pós-colheita. 
Entre as diversas estratégias, o método alternativo de controle, que se basea na 
indução de resistência é uma estratégia promissora, principalmente por não agredir o 
ambiente, não deixar resíduos nos frutos e pelo baixo custo. 
A indução consiste na ativação de respostas de defesa da planta a partir de indutores 
orgânicos (bióticos) como organismos vivos (vírus, bactérias, fungos ou outra planta) ou 
substâncias produzidas por estes ou por indutores inorgânicos (abióticos) sendo moléculas 
que mimetizam a presença de patógenos, promovendo a síntese de proteínas de defesa das 
plantas protegendo o hospedeiro, de mais de uma gama de patógenos, dentre eles os fungos 
(PASCHOLATI; LEITE, 1995). 
A indução de resistência foi relatada pela primeria vez em 1901 envolvendo o 
patossistema Botrytis cinerea versus Begonia sp (KESSMAN et al., 1994). No entanto os 
estudos foram aprofundados somente em 1961 por Ross, quando demonstrou que as plantas 
de Tabaco infectadas com o vírus do mosaico do fumo, desenvolviam resistência sistêmica a 
vários patógenos. 
Segundo Barros et al. (2010) as plantas possuem diversos mecanismos de defesa, 
eficientes que permanecem inativos ou latentes, sendo ativados, quando são estimulados por 
indutores. O processo é desencadeado quando um sinalizador externo (indutor) se liga a um 
receptor de membrana na superfície da célula vegetal e, através dele, o sinal primário é 
transmitido para o interior da célula, ativando os mensageiros secundários, que amplificam o 
sinal e regulam a expressão de genes específicos, determinando o desenvolvimento de 
interações compatíveis (doença) ou incompatíveis (resistência) (LEITE et al., 1997). 
No entanto é necessário entender que se trata de uma resposta bioquímica ou estrutural 
desencadeada pela presença de um patógeno ou molécula indutora, que sensibilizam a planta 
ativando as defesas da mesma, e não uma atividade antimicrobiana direta sobre o patógeno 
(SOARES; MACHADO, 2007). 
Existem diversas moléculas indutoras com potencial para induzir as defesas das 
plantas, entre estas moléculas a quitosana apresenta resultados importantes demonstrados por 
vários autores. 
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A quitosana é um polissacarídeo obtido a partir da quitina, presente em invertebrados 
marinhos, insetos, fungos e leveduras (MATHUR; NARANG, 1990), molécula esta que 
apresenta considerável efeito fungistático e de indutção dos mecanismos de defesa das plantas 
(TERRY; JOYCE, 2004). 
A desacetilação parcial da quitina em soluções alcalinas concentradas permite obter a 
biomolécula quitosana, um amino polissacarídeo, insolúvel em água, mas que dissolve-se em 
soluções com ácido acético, ácido fórmico e ácidos minerais, tornando-se polieletrólito 
catiônico (MATHUR; NARANG, 1990; AZEVEDO et al., 2007). 
Por ser um produto natural extraído a partir da carapaça de crustáceos, apresenta baixo 
custo e não apresenta riscos de contaminação ao ambiente e a saúde do consumidor 
(MATHUR; NARANG, 1990). 
A utilização da quitosana na agricultura é justificada pela sua ação antimicrobiana 
sobre uma grande variedade de fitopatógenos (EL GHAOUTH et al., 1992; EL GHAOUTH et 
al., 1997; BHASKARA REDDY et al., 2000; DEVLIEGHERE; VERMEULEN; 
DEBEVERE, 2004), pela formação de um biofilme preservando frutos, legumes e semente da 
deterioração e pelo potencial indutor de resistência (BADAWY; RABEA 2008; 
HERNANDÉZ-LAUZARDO et al., 2008) ocasionando lignificação, indução de síntese de 
calose, produção de fitoalexinas (EL HADRAMI et al., 2010), de peróxido de hidrogênio 
(H2O2), acúmulo de quitinase (RABEA et al., 2003), síntese de inibidores de proteinase 
(BASSETTO, 2006), e indução da atividade da fenil-alanina amônialiase (FAL) (KHAN et 
al., 2003). 
A quitosana segundo Ramos et al. (2011) ainda pode sobre alguns patógenso 
apresentar potencial para interferir no crescimento micelial, através de efeito fungistático e 
fungitóxico ou segundo Rabeas induzir alterações morfológica, estruturais e moleculares em 
fungos que impedem seu desenvolvimento normal. 
O que segundo Di Piero (2008) ocorre devido à interação do grupamento amino com 
as moléculas negativas presente na membrana plasmática dos microrganismos, gerando o 
rompimento da mesma e a perda de material intracelular. No entanto Liu et al. (1999) 
creditam que o controle ocorre através da formação de uma camada que isola o fungo 
dificultando o transporte de nutrientes através da membrana provocando a morte do fungo. 
Contudo, a indução de resistência é a hipótese mais provável da ação da quitosana nas 
plantas, pois ela atua como uma molécula análoga às moléculas estruturais dos fungos 
causadores de podridões, desta forma o fruto reage com suas defesas como se estivesse sendo 
atacado por fitopatógenos (LABANCA, 2002). 
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Essa molécula pode estimular a produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), 
inibir a ação de proteinases, estimular a produção de fitoalexinas, promover a síntese de 
compostos fenólicos e a lignificação. Segundo Cia et al. (2007); Stamford et al. (2008), a 
quitosana pode ainda induzir o acúmulo de proteínas relacionadas à patogênese (proteínas-
RP) como a enzima quitinase, β -1,3-glucanase, fenilalanina amôni-liase e as peroxidases  
De uma forma geral, Devlieghere et al. (2004) evidenciam que a quitosana pode atuar 
de três formas distintas na proteção das plantas: em primeiro momento inibindo o crescimento 
dos fungos, principalmente se estes possuírem quitina como constituinte principal da parede; 
em segundo, induzindo a produção da enzima quitinase e da glucanase e por último induzir a 
produção de fitoalexinas pela planta. 
Esta molécula apresenta resultados importantes em pós-colheita de frutos e hortaliças, 
promovendo a ativação das defesas e, portanto o aumento da durabilidade durante a cadeia 
pós-colheita (MAZARO et al., 2008; FELIPINI; DI PIERO, 2009; SANTOS et al., 2008). Em 
frutos de maçãs, a aplicação de quitosana inibiu os fungos Penicillium expansum (EL 
GHAOUTH; SMILANICK; WILSON, 2000). Em experimento in vitro, a quitosana 
apresentou efeito fungistático, reduzindo linearmente o diâmetro das colônias de Penicillium 
sp e em vivo com maçã os tratamentos pós-colheita com quitosana reduziram a incidência de 
podridões a partir da concentração de 10 mg L-1 (BOTELHO et al., 2010). Segundo Felipini; 
Di piero (2009) a suspensão de quitosana a 10 g L̻1 e pH 4 foi a mais apropriada 
tecnicamente para o controle da doença, pois reduziu a severidade em 26%. Bem como contra 
o mofo azul da macieira, reduzindo em 53% e 72%, em média, quando as maçãs foram 
imersas em quitosana à 0,25% e 0,5% (CANAVER; DI PIERO, 2011). No entanto o 
revestimento com quitosana não foi eficaz contra a perda de massa e no escurecimento de 
maçãs processadas, mas teve efeito sobre a manutenção da firmeza, segundo Haiping et al. 
(2011). Maratree et al. (2013) relatam que os tratamento das maçãs de rosa cv. Tabtim Chan 
com 2% de quitosana reduziu a perda de peso, a incidência da doença e mantém a firmeza dos 
frutos. 
Em Pêssegos a aplicação de quitosana durante a pós-colheita também reduziu as 
podridões nos frutos, quando utilizadas concentrações de 0,25 e 1% (MAZARO; GOUVEA; 
CITADIN, 2005). Confirmado por Santos et al. (2008) a quitosana promoveu a redução da 
incidência de podridões em pêssegos Douradão, quando aplicado a 1%. Segundo Zengxin et 
al. (2013) essa molécula ainda pode ativar genes de defesa, estimulando a síntese de 
peroxidases e glucanases e El-Badawy (2012) relatam a manutenção da massa e da firmeza 
com a utilização de 1% de quitosana em pêssegos cv. Flórida Príncipe. 
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Em morangos, aplicações de quitosana na pré e pós-colheita reduziram as podridões 
causadas por B. cinerea (BHASKARA REDDY et al., 2000). Além disso, a aplicação de 
quitosana em morangos também reduziu a mancha-de-micosferela, mancha de dendrofoma e 
flor preta (MAZARO, 2007). Segundo Campos et al. (2011) o tratamento com 2% de 
quitosana promoveu a menor perda de água, a melhor aparência e o melhor controle contra 
micro-organismos em morangos. Romanazzi et al. (2013) verificaram que o revestimento dos 
frutos de morango com quitosana promoveu o controle efetivo do mofo cinzento e da 
podridão causada por Rhizopus. Em outros frutos a ação da quitosana também foi verificada. 
Em caqui Cia et al. (2010) obtiveram com quitosana, a 1,5%, a redução da severidade e a 
incidência da podridão mole em caquis e em in vitro, a quitosana inibiu completamente o 
crescimento micelial de R. stolonifer, em concentração tão baixa quanto 0,5%. Cia et al. 
(2007) citam que existem evidências suficientes comprovando a eficiência da quitosana no 
controle de doenças originárias de infecções quiescentes em frutos. 
Mesmo com diversos trabalhos com quitosana em frutos, no Brasil as informações 
ainda são insuficientes, o que indica a necessidade de novas pesquisas considerando diferentes 
concentrações, diferentes cultivares e condições de armazenemento. 
 Contudo o trabalho teve o objetivo de verificar a capacidade da quitosana de induzir as 
defesas dos frutos de maçãs, morangos e pêssegos em pós-colheita, bem como, a atividade 
fungistática e fungitóxica sobre os fungos, Colletotrichum sp., Botrytis cinerea e Monilinia 
fructicola em condições in vitro. 
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2 QUITOSANA NA INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA A PODRIDÃO AMARGA EM PÓS-
COLHEITA DE MAÇÃS CV. GALA E NO CONTROLE DE COLLETOTRICHUM SP. 
IN VITRO.  
2.1 RESUMO 
A podridão amarga causada por Colletotrichum sp. provoca grandes perda na pós-colheita de 
maçãs sendo considerada uma das doenças mais importantes da cultura. Objetivou-se, neste 
trabalho, avaliar diferentes concentrações de quitosana na indução de resistência a podridão 
amarga em pós-colheita de maçãs “Gala”, e no controle de Colletotrichum sp. in vitro. As 
maçãs foram submetidas ao tratamento por imersão, nas diferentes concentrações de 
quitosana (0,25; 0,5; 1 e 2%), e na testemunha utilizou-se água destilada. Após o tratamento, 
os frutos foram inoculados com uma suspensão de esporos de Colletotrichum sp (5,0 x10-3 
esporos ml-1) em dois ferimentos provocados na região equatorial em lados opostos. O 
delineamento foi inteiramente casualizado, com 4 repetições de 20 frutos. Após 96 horas de 
armazenamento, na temperatura de 26 °C ±1, avaliou-se a perda de massa, firmeza de polpa, 
sólidos solúveis totais (SST), acidez titulável (AT), incidência e severidade da podridão 
amarga e esporulação de Colletotrichum sp. Ainda retirou-se amostras de frutos para 
determinação dos açúcares totais e redutores, proteínas totais, fenóis e atividade das enzimas 
relacionadas a patogenicidade (proteínas-RPs), sendo a fenilalanina amônia-liase, quitinases e 
β-1,3-glucanase. No experimento in vitro, a unidade experimental foi uma placa de Petri®, 
em 4 repetições, sendo a quitosana  incorporado ao meio BDA (Batata-Dextrose e Agar) e 
avaliado o crescimento micelial de Colletotrichum sp com 24 e 48 horas. A quitosana atua 
sobre os parâmetros físico-químicos dos frutos de maçã cv. Gala, reduzindo a perda de massa, 
mantendo a firmeza de polpa e reduzindo capacidade de esporulação de Colletotrichum sp. 
Apresentou a capacidade de induzir resistência em frutos de maçãs, pela ativação da enzima 
β-1,3 glucanase e ainda apresenta ação fungistática sobre Colletotrichum sp. in vitro com 
redução do crescimento micelial.  
 
Palavras-chaves: Malus communis; peroxidases, fenilalanina amônia-liase, quitinases e β-1,3-
glucanase. 
 
2.2 ABSTRACT: 
The bitter rot caused by Colletotrichum sp causes great loss in post-harvest of apples, being 
considered one of the most important diseases of the crop. The objective of this study was to 
evaluate different chitosan concentrations in the bitter rot resistance induction in postharvest 
'Gala' apples, and on the control of Colletotrichum sp. in vitro. The apples were subjected to 
treatment by immersion in different chitosan concentrations (0.25, 0.5, 1 and 2%) and 
distilled water was used as the control. After the treatments, the fruits were inoculated with a 
suspension of spores of Colletotrichum sp (5.0 . 10-3 spores ml-1) in induced wounds on the 
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equatorial region on opposite sides. The design was completely randomized with four 
replications of 20 fruits. After 96 hours of storage, with temperature of 26 ° C ± 1, were 
evaluated the mass loss, firmness, total soluble solids (TSS), titratable acidity (TA), incidence 
and severity of bitter rot and sporulation of Colletotrichum sp. It was also extracted fruit 
samples for determination of total and reducing sugars, total phenols proteins and activity of 
enzymes related to pathogenicity (protein-RPs), those being the phenylalanine ammonia 
lyase, chitinase and β-1,3-glucanase. In the In vitro experiment, the experimental unit was one 
Petri® plate in 4 replications, the chitosan was incorporated into the PDA (Potato Dextrose 
Agar) and the mycelial growth of Colletotrichum sp was evaluated with 24 and 48 hours. 
Chitosan acts on the physical and chemical parameters of gala apple fruit cv., reducing weight 
loss, maintaining the firmness and reducing sporulation capacity of Colletotrichum sp. It has 
the ability to induce resistance in apple fruits, by activation of the enzyme β 1,3-glucanase. 
Chitosan presented fungistatic action on Colletotrichum sp. in vitro, with reduced mycelial 
growth. 
 
Keywords: Malus communis; peroxidases, phenylalanine ammonia-lyase, chitinase and β-1,3-
glucanase. 
 
 
2.3 INTRODUÇÃO 
O Brasil já é consolidado como um dos maiores produtores de frutas do mundo, no 
entanto, as perdas pós-colheitas relacionadas com a cultura da maçã, representam um grande 
problema que limita a distribuição e diminui a vida dos frutos para a comercialização, gerando 
grandes prejuízos econômicos. Essas perdas, em sua grande maioria são causadas pela ação de 
fungos fitopatogênicos, organismos responsáveis pelas podridões que ocorrem nas maçãs, 
diminuindo o tempo de prateleira dos frutos (MAPA, 2013). 
Segundo dados da Secretaria Estadual de Abastecimento (SEAB) (2012), e Ministério 
da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) (2013) a maçã teve participação de 3,4% 
no total do volume de frutas produzidas no estado do Paraná, sendo cultivada em 1,8 mil 
hectares, onde se obteve 47,8 mil toneladas de frutas colhidas, posicionando-se na 7ª posição 
no cenário nacional. No entanto para que a pomicultura continue crescendo alguns obstáculos 
que desacelerem essa expansão, como os fatores climáticos e as perdas pós-colheita ocorridas 
ao longo de toda a cadeia produtiva devem ser vencidos (FIORAVANÇO; LAZZAROTO, 
2012) 
Dentre os fungos causadores de podridões o Colletotrichum sp (acutatum e 
gloeosporioides) são os causadores da podridão amarga. A infecção dos frutos tem inicio na 
epiderme intacta, no entanto se houverem ferimento o seu desenvolvimento é facilitado. Essa 
podridão caracteriza-se pelo desenvolvimento de uma mancha firme, aquosa, deprimida, 
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circular em forma de cone invertido de cor marrom, evoluindo para a formação de conídios de 
cor alaranjada, os quais são disseminados pela chuva e pelo vento (SANHUEZA, 2002). 
O manejo adequado ao longo da cadeia produtiva e principalmente na pós-colheita é 
um ponto importantíssimo, no entanto o controle de patógenos ocorre normalmente com a 
utilização de agroquímicos, porém essas moléculas muitas vezes controlam o C. acutatum e 
não C. gloeosporioides, além de interferir no ambiente causando danos a saúde dos produtores 
e consumidores (SANHUEZA, 2002). 
 Além disso, diversas moléculas já são conhecidas com potencial para induzir respostas 
de defesa nas plantas como exemplo a quitosana e podem ser utilizadas como uma 
alternativas mais barata e menos prejudicial ao ambiente e ao consumidor. A quitosana é um 
indutor de resistência abiótico, obtido a partir da desacetilação da quitina encontrada na 
carapaça dos crustáceos, e tem sido relatada em diversos trabalhos com potencial na redução 
de podridões pós-colheita de frutos. 
A molécula age ligando-se a receptores presentes na membrana celular das plantas, 
mimetizando o fenômeno de reconhecimento que ocorre na interação incompatível entre a 
planta e o patógeno (LABANCA, 2002), podendo inibir as proteinases, promover a 
lignificação (TERRY; JOYCE, 2004), alterar o metabolismo das fitoalexinas (Mazaro et al., 
2008), induzir a formação de compostos fenólicos (BAUTISTA-BAÑOS et al., 2006), 
peroxidase (ZHANG; QUANTICK, 1998), aumentar a atividade da enzima fenilalanina 
amônia-liase (FAL) (ROMANAZZI et al., 2002; RODRIGUES et al., 2006) e ativar enzimas 
quitinases e b-1,3-glucanases (ZHANG; QUANTICK, 1998; RODRIGUES et al., 2006). 
Apesar de diversos trabalhos já realizados com quitosana, considerando a utilização 
desta biomolécula em diferentes patossistema maçã x fungos fitopatogênicos, a proposta deste 
trabalho possui o diferencial, pois, buscou avaliar condições de armazenamento similares as 
empregadas no processo de comercialização, ou seja, a temperatura dos balcões de exposição 
não refrigerados a 26oC, enquanto que outros trabalhos consideraram diferentes temperaturas 
de armazenamento. 
O objetivo do trabalho foi avaliar diferentes concentrações de quitosana na indução de 
resistência a podridão amarga em pós-colheita de maçãs cv. Gala e no controle de 
Colletotricum sp., in vitro. 
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2.4 MATERIAL E MÉTODOS 
Foram conduzidos dois experimentos no Laboratório de Fitopatologia da Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná - Câmpus Dois Vizinhos, no ano de 2013, sendo que o 
Experimento I avaliou diferentes concentrações de quitosana na indução de resistência a 
podridão amarga em pós-colheita de maçãs cv. Gala. Já o experimento II, desenvolvido logo 
em seguida ao primeiro, avaliou o efeito da quitosana sobre o patógeno, verificando o 
controle de Colletotrichum sp., em condições in vitro. 
2.4.1 Experimento I – Indução de Resistência a podridão amarga 
Os frutos de maçã cv. Gala foram colhidos quando apresentavam-se em estádio de 
maturação de consumo  (coloração >90%vermelha; SST valor médio 13oBrix; acidez titulável 
11,0 meq./100ml). No laboratório foi realizada a seleção dos frutos, quanto ao tamanho, grau 
de maturação e ausência de injúrias. Cada unidade experimental foi constituída de 20 frutos 
acondicionados em redes de polietileno. 
As soluções de quitosana foram preparadas com material oriundo de farmácia de 
manipulação, com 98% de pureza do produto, a qual foi diluída em solução contendo ácido 
acético a 1%, e então, ajustadas as concentrações com água destilada (0,25; 0,5; 1 e 2%), 
sendo usada para testemunha somente água destilada. O delineamento experimental foi 
inteiramente casualizado com quatro repetições.   
 Os frutos foram feridos, em dois pontos opostos na região equatorial com o auxílio de 
um perfurador (2 mm de diâmetro). Em seguida, aplicou-se o tratamentos com quitosana, por 
imersão, durante 1 minutos. Então foram armazenados em câmara de crescimento por 96 
horas, a 26ºC ± 1ºC, sem fotoperíodo. 
Após 24 horas da aplicação dos tratamentos, inoculou-se Colletotrichum sp. (5.10-3 
conídios/mL-1), na quantidade aproximada de 20 µl por ferimentos com o auxílio de uma 
micropipeta. 
Após 96 horas de armazenamento avaliou-se a perda de massa, firmeza de polpa, 
sólidos solúveis totais (SST), acidez titulável (AT), incidência e diâmetro da lesão da podridão 
amarga (severidade) e esporulação de Colletotrichum sp através da observação com o auxílio 
de uma lente de aumento. Ainda foram retiradas amostras dos frutos de todos os tratamentos 
para determinação das análises bioquímicas de açúcares totais e redutores, fenóis e proteínas 
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totais e atividade das enzimas relacionadas a patogenicidade (proteínas-RPs), sendo a, 
fenilalanina amônia-liase, quitinases e β-1,3-glucanases. 
A perda de massa das maçãs foi obtida pela diferença de massa do dia da instalação do 
experimento e do valor encontrado na pesagem após 96 horas de armazenamento, expresso 
em percentual.  A firmeza da polpa foi realizada com auxílio de penetrômetro TR, modelo RT 
– 327, ponteira de 8 mm de diâmetro. Os resultados foram expressos em libras/cm2 e 
transformados para Newton. O teor de SST foi analisado do suco extraído dos frutos, com o 
auxílio de um extrator manual, e mensurado com auxilio de um refratômetro digital, sendo os 
valores foram expressos em °Brix. A acidez total titulável (ATT) foi determinada de 10 mL de 
suco dos frutos diluído em 90 mL de água destilada, seguido por titulação com uma solução 
de hidróxido de sódio 0,1 N até pH 8,1, sendo expresso em meq.100 mL-1. A avaliação da 
incidência de podridões, tamanho da lesão (severidade) e esporulação foram realizadas com 
auxílio de um estereomicroscópio binocular, sendo confirmados os sintomas de doença e se as 
lesões estavam com esporulação. Para o tamanho das lesões as mesmas foram mensuradas 
com auxilio de um paquímetro, com duas medições cruzadas sobre as lesões.  
Nas análises bioquímicas para a quantificação de proteínas totais, as amostras da polpa 
das maçãs foram maceradas em almofariz com 5 ml de tampão fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em 
seguida, o material foi centrifugado (14.000g / 10 min a 4°C) e o sobrenadante coletado. Para 
quantificação do conteúdo total de proteínas das amostras foi empregado o teste de Bradford 
(1976). A leitura de proteínas totais foi realizada em espectrofotômetro a 630 nm, utilizando 
soro albumina bovina como padrão. 
As concentrações de açúcares solúveis totais foram determinadas pelo método fenol-
sulfúrico descrito por Dubois et al. (1956). As amostras foram maceradas em almofariz 
contendo 5 mL de tampão fosfato 0,2M – pH 7,5, centrifugadas por 5 minutos a 10.000 g. 
Utilizando-se 2 µL do extrato e adicionando-se 0,5mL de fenol a 5,0%  + 2,5 mL ácido 
sulfúrico concentrado. A leitura das amostras foram realizadas a 490 nm. A concentração de 
açúcares totais foi determinada através de curva padrão de glicose. 
Açúcares redutores foram determinados pelo método do dinitrosalicilato (DNS) 
(MILLER, 1959). As amostras foram maceradas em almofariz contendo 5 mL de tampão 
fosfato 0,2M – pH 7,5,  centrifugadas por 10 minutos a 14.000 g a 4oC. Utilizando-se 0,5 µL 
do extrato e adicionando-se 1,0 mL de água destilada + 1,0 mL reagente DNS.  A leitura das 
amostras foram realizadas a 540 nm. As concentrações de açúcares redutores foram 
calculadas em função de curva padrão de glicose. 
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A quantificação dos fenóis totais foi obtida a partir do método de Bieleski; Turner 
(1966); Jennings (1981). As amostras de 1 g foram maceradas em almorafiz juntamente com 4 
mL da solução MCA (metanol, clorofórmio, água 6/2,5/1,5) ou seja 600ml,250ml e 150ml 
quando para 1 litro; colocadas no ependorfe e centrifugado a 6.000 rpm a 20 ºC por 20 
minutos. Em seguida foi retirado o sobrenatante total, sendo o resíduo sólido restante 
utilizado para realizar nova extração adicionando mais 4 mL de MCA, agitando no vortex e 
centrifugando novamente a 6.000 rpm, 20 ºC por 20 minutos, o mesmo foi coletado e 
adicionado ao primeiro sobrenadante. Posteriormente adicionou-se mais 1,5 mL de água ao 
extrato MCA sendo então centrifugado a 6.000 rpm, 20 ºC por 15 minutos. 
A partir deste extrato MCA foi utilizado 0,5 mL da parte superior do sobrenadante, 
onde adicionou-se 0,5 mL de água + 0,5 mL do reagente de Folin – Ciocalteau diluido 1:10, 
misturando em seguida em vortex e após 15 minutos, adicionou-se 5 mL do reagente alcalino 
(preparado de carbonato de sódio 2% em solução de hidróxido de sódio 0,1 N), novamente 
agitou-se em vortex e após 50 minutos foram realizadas as leituras em espectofotômetro a 760 
nm. Sendo o resultado expresso em mg g de tecido vegetal. 
A fenilalanina amônia-liase foi realizada por quantificação colorimétrica do ácido 
trans-cinâmico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia descrita por Kuhn 
(2007), aonde se utilizou 0,5 mL do suco das frutas com mais 3,0 mL do tampão TRIS – HCl 
pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente marcados que foram 
levados para a centrífuga por 10 minutos, a 4 ºC e a 6000 rpm. Após, foi transferido uma 
alíquota de 200 µL para tubo de ensaio identificado, acrescentando-se mais 3,0 mL do tampão 
de extração. A solução foi agitada, obtendo-se assim, o extrato enzimático. Deste extrato, 1,5 
mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais 1,0 mL do tampão de extração e 0,5 
mL de fenilalanina. Novamente, esta solução foi agitada para homogeneização. E após, os 
tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 40ºC. Depois de retirados do banho-
maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a reação e 
em seguida foram realizadas as leituras em espectrofotômetro a 290 nm.  
Para dosagem das atividades de quitinase e β-1,3-glucanase foram realizadas com 
adaptações da metodologia proposta por Wirth; Wolf (1992). As amostras foram maceradas 
em 2,0 mL de tampão acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior centrifugação (20.000 g por 25 
min, a -4 °C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliação da atividade das 
enzimas. A atividade enzimática da quitinase foi avaliada através da liberação de fragmentos 
solúveis de quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta (Sigma). Para 
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determinação espectrofotométrica das atividades de β-1,3-glucanase nos extratos foi utilizado 
como substrato solução de Curdlan (Sigma). 
2.4.2 Experimento II - Efeito da quitosana sobre Colletotrichum sp. In vitro 
O isolado do fungo Colletotricuhm sp. foi obtido no Laboratório de Fitossanidade da 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Câmpus Dois Vizinhos/PR. O fungo foi 
repicado em placas de Petri®, contendo meio BDA (batata-dextrose-ágar), e mantidas em 
B.O.D. a 25 ± 2ºC, com fotoperíodo de 12 horas.   
Os tratamentos utilizados foram concentrações de quitosana, sendo as mesmas 
avaliadas no experimento I (0,25; 0,5; 1 e 2%), a unidade experimental foi constituída por 
placas de Petri® de vidro com 9 cm de diâmetro, em quatro repetições. 
Os meios de cultura BDA receberam a adição de quitosana nas diferentes 
concentrações, conforme preparação descrita no experimento I, sendo somente como 
diferencial que antes de serem inseridas ao meio foram esterilizada em banho-maria a 60oC 
por 6 horas. Em seguida, em câmara de fluxo laminar, os preparados foram vertidos na 
quantidade de 18 mL por placa de Petri®. 
Após a solidificação do meio, os discos com 10 mm de diâmetro contendo o micélio 
do fungo Colletotrichum sp. foram dispostos no centro da placa. Então, estas foram tampadas, 
lacradas com papel filme e acondicionadas em B.O.D. à temperatura de 25 ± 2ºC e 
fotoperíodo de 12 horas. 
A avaliação do experimento foi realizada com 24 e 48 horas, com a utilização de 
medição, com auxilio de um paquímetro, perpendicularmente  em dois diâmetros (A e B) pré-
definidos antes do crescimento micelial do fungo. O experimento foi finalizado quando o 
fungo Colletotrichum sp. atingiu a borda de uma das placas. 
Os dados dos experimentos foram submetidos aos testes de Normalidade e 
posteriormente à análise de variância e regressão. As médias comparadas pelo teste de Tukey 
(p=0,05), com auxílio do software Assistat. 
2.5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
Os dados obtidos no Experimento I onde foi avaliado o potencial da quitosana na 
indução de resistência em pós-colheita de maçãs, demonstraram a ação do indutor sobre as 
características físico-químicas, perda de massa e firmeza de polpa (Figura 1A e 1B), e no 
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controle da esporulação do fungo Colletotrichum sp. causador da podridão amarga (Figura 1 
C). 
 
 
  
 
  
A 
B 
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Figura 1: Perda de massa (A) e firmeza de polpa (B) em frutos de maçã cv Gala e a esporulação do fungo (C) 
Colletotrichum sp. após aplicação de diferentes concentrações de quitosana em pós-colheita, e armazenados a 
26ºC por 96 horas. UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 2014. 
 
 
A perda de massa foi diretamente influenciada pelas diferentes concentrações de 
quitosana, onde o aumento da concentração promoveu a sua diminuição, sendo que a 
testemunha apresentou maiores perdas e o tratamento com 2% de quitosana promoveu a 
menor perda (Figura 1A). 
A perda de massa é causada principalmente pela perda de água do fruto através da 
transpiração e da respiração, eventos que estão intimamente ligados à maturação e a estrutura 
física e química da cuticula. Portanto acredita-se que a imersão dos frutos de maçãs em 
concentrações crescentes de quitosana, possa ter promovido à formação de uma camada 
filmogênica ao redor dos frutos. Desta forma diminuiu a velocidade de maturação e de perda 
de água pelos frutos. Dados semelhantes foram descritos por Haiping et al. (2011) com maçãs 
processadas para a comercialização e por Assis (2009) com morango, sendo o tratamento 
realizado através da imersão dos frutos em quitosana. 
Quanto à firmeza de polpa, os tratamentos com quitosana promoveram a manutenção 
da firmeza de polpa em maçãs de forma linear crescente, onde a solução de quitosana a 2% 
promoveu a maior manutenção da firmeza (Figura 1B). 
A firmeza dos frutos está relacionada com a velocidade de deterioração das estruturas 
do orgão, como a parede celular e a turgidez dos tecidos. Durante a maturação ocorre um 
incremento de enzimas que promovem a hidrólise de substâncias pécticas da parede celular, 
como as enzimas pectinolíticas que transformam protopectinas em pectinas solúveis, a 
C 
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diminuição da cristalinidade de celulose e o adelgaçamento das paredes celulares (HAIPING 
et al., 2011). 
O biopolímero quitosana nesse experimento, possivelmente inibiu a atividade de 
enzimas de desestruturação da parede, mantendo os frutos com maior firmeza de polpa, 
conforme descrito por Bhaskara-Reddy et al. (1998) , porém pode ter atuado ao mesmo tempo 
sobre as taxas respiratória e de transpiração devido a ação filmogênica diminuindo as mesmas 
e desta forma reduzindo o metabolismo dos frutos e mantendo as estruturas por mais tempo. 
Essa relação direta da aplicação de quitosana e a manutenção da firmeza vêm sendo 
observada em diversos trabalhos na pós-colheita de frutos, como em maçãs de cv. Rosa 
tratadas com 2% de quitosana (MARATREE et al., 2014), em morangos (ZHANG, 1998; 
BHASKARA et al., 2000; MAZARO et al., 2008) e em pêssegos nas concentrações de 5 e 10 
mg ml-1 promovendo a manutenção da firmeza frente ao fungo M. fructicola. (LI YU, 2000). 
Os resultados relativos aos efeitos da quitosana sobre a severidade, acidez titulável 
(AT) e sólidos solúveis totais (SST), indicam a não interferência do indutor sobre estes 
parâmetros (Tabela 1). 
 
 
Tabela 1: Incidência (%), Severidade (mm), acidez titulável e teor de sólidos solúveis totais (oBrix), 96 horas 
após a aplicação de concentrações de quitosana em pós-colheita de maçãs ‘Gala’ e armazenados a 26ºC por 
96 horas. UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 2014. 
Concentração de 
quitosana (%) 
Incidência 
(%)  
Severidade 
(mm) 
Acidez titulável 
(meq.100ml-1) 
Sólidos Solúveis 
Totais (oBrix) 
0,00 100ns 29,45ns 3,02ns 13,05 ns 
0,25 100 31,32 3,22 13,25 
0,50 100 30,98 3,10 12,5 
1,00 100 27,96 3,22 12,35 
2,00 100 26,36 3,21 12,33 
CV  11,81  14,33 6,98 
Média 100 23,32 2,55 10,09 
ns – não significativo pelo teste de análise de variância ao nível de 5% de probabilidade de erro. 
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A quitosana não interferiu diretamente na incidência e na severidade da podridão 
amarga da maçã causada por Colletotrichum sp. Quanto a incidência ser 100% demonstra que 
o processo de infecção foi efetivo, haja vista que todos os frutos desenvolveram a doença. Da 
mesma forma, na severidade não houve diferenças ente os tratamentos, no entanto, a 
quitosana promoveu a redução da esporulação de Colletotrichum spp. Tal fato é muito 
importante no controle da doença, considerando o processo de disseminação do patógeno em 
pós-colheita. Ou seja, se diminui a esporulação haverá menor fonte de inóculo para novas 
contaminações, o que poderá ser efetivo na redução da incidência de podridões em condições 
de armazenamento. 
Diversos trabalhos relatam a ação direta da quitosana no controle de podridões em 
frutos em pós-colheita. Botelho et al. (2010), relataram que a aplicação de quitosana em 
maçãs ‘Castel Gala’, a partir da concentração de 40 mg.L
-1, reduziram a incidência de 
podridões nos frutos, Camili et al. (2007) em uva, onde as soluções com concentrações de 1,5 
e 2,0 % (v/v), reduziram significativamente a doença e promoveram o controle de B. cinerea e 
Wang; Gao (2013), em seu trabalho evidenciaram o efeito da quitosana na redução de 
podridões de frutos de morango. 
Os sólidos solúveis totais (SST) e a acidez titulável (AT) são variáveis muito 
importantes em pós-colheita de frutos. A alteração dos SST está relacionado principalmente a 
hidrólise de amido, gerando açúcares solúveis, fato que ocorre durante o processo de 
maturação. Chitarra & Chitarra (1990), ainda relatam que a perda de água através da 
transpiração e da respiração pelo fruto pode gerar um acúmulo de SST. 
A manutenção da acidez indica que os frutos estão sendo preservados, pois a perda da 
acidez está relacionada ao processo natural de maturação dos frutos, através da utilização dos 
ácidos orgânicos, como substrato no processo respiratório via ciclo de Krebs (MAZARO et 
al., 2008). Deve-se também levar em consideração que os frutos com ferimentos provocados, 
apresentavam alta atividade metabólica em pós-colheita, o que pode ter dificultado a 
observação da gradual perda de acidez dos frutos entre os tratamentos. 
A quitosana segundo El Hadrami et al. (2010) apresenta ainda a capacidade de induzir 
respostas de defesa nos frutos pela da produção de compostos fenólicos e proteínas -RPs 
como FAL, quitinases e β-1,3 glucanases (RABEA et al., 2003; KHAN et al., 2003; 
BASSETO, 2006). 
No entanto às análises bioquímicas (açúcares totais e redutores, proteínas, fenóis, 
FAL, peroxidase, quitinase e β-1,3 glucanase) mostraram que apenas a β-1,3 glucanase foi 
alterada após 96 horas da realização dos tratamentos com quitosana (Tabela 2 e Figura 2). 
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Tabela 2 Concentração de açúcares totais (mg.g tecido-1), açúcares redutores (mg.g tecido-1), proteínas (mg.g 
tecido-1), fenóis (UAbs min-1/mg proteína), FAL (UAbs.µg prot.mL-1) e quitinase (UAbs.µg prot.mL-1) 
presentes nos extratos de maçã tratados com 5 concentrações de quitosana (0,25, 0,5, 1, 2%) e avaliada após 96 
horas. UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 2014. 
Tratamentos Avaliações bioquímicas enzimáticas 
 96 horas 
 
Açúcares Totais                       
(mg.g tecido-1) 
Açúcares 
Redutores            
(mg.g tecido-1) 
Proteínas                      
UAbs min-
1/mg proteína 
Fenóis                       
UAbs min-1/mg 
proteína 
FAL                 
UAbs min-1/mg 
proteína 
Quitinase                          
UAbs min-1/mg 
proteína 
Testemunha 
45,13357ns 
 
0,001006 ns 
 
1,553 ns 
 
0,083 ns 
 
0,001012 ns 
 
0,0007 ns 
 
Quitosana 
(0,25 mM) 
42,19712 
 
0,00108573 
 
1,676 
 
0,246 
 
0,000948 
 
0,0007 
 
Quitosana 
(0,5 mM) 
43,47199 
 
0,00117308 
 
1,633 
 
0,217 
 
0,001281 
 
0,0007 
 
Quitosana 
(1,0 mM) 
41,65498 
 
0,00107973 
 
1,666 
 
0,168 
 
0,001825 
 
0,0006 
 
Quitosana 
(2,0 mM) 
39,31277 
 
0,00086196 
 
1,552 
 
0,244 
 
0,001386 
 
0,0006 
 
* ns – não significativo pelo teste de análise de variância ao nível de 5% de probabilidade de erro. 
 
 
Em relação aos parâmetros bioquímicos de açúcares totais, redutores, proteínas totais 
e, fenóis observou-se que a aplicação de diferentes concentrações de quitosana, não 
promoveram o aumento significativo nos níveis destas macromoléculas após 96 horas do 
tratamentos. Possivelmente tal fato deve-se, a metodologia utilizada, já que as avaliações 
bioquímicas forma realizadas somente no final do experimento, e as diferenças poderiam ter 
ocorrido em intervalos anteriores ao período de avaliação.  
Os açúcares totais (glicose, frutose, maltose e sacarose), redutores (glicose, frutose, 
maltose) estão diretamente envolvidos no metabolismo primário vegetal, servindo de 
substrato para rotas do metabolismo secundário (TAIZ; ZEIGER, 2006). 
Da mesma forma os níveis de proteínas, fenóis e da enzima FAL não foram alterados 
significativamente em função dos tratamentos. Estes compostos estão relacionados com várias 
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funções, onde a defesa vegetal é uma das principais, já que a FAL está diretamente envolvida 
na rota do ácido chiquímico, importante rota relacionada com a indução das defesas das 
plantas por moléculas indutoras (SILVA et al., 2008; PASCHOLATI, 2011). 
A atividade das qutitinases não foi alterada com a aplicação da quitosana, o que indica 
que a molécula não foi capaz de desencadear um sinal que estimulasse o gene responsável 
pela transcrição da enzima quitinase, ou ainda, no momento das avaliações já estivesse 
ocorrido a expressão dessa enzima, e retornado a níveis semelhantes aos do tratamento 
controle. Em morangos tratados com quitosana, El Ghaouth et al. (1992) confirmam estes 
dados, quando observaram efeito na diminuição das podridões, e não sob a atividade 
enzimática das quitinases e das glucanases. 
Contudo a quitosana foi capaz de promover a ativação do gene relacionado com a 
transcrição da RP β-1,3-glucanase alterando significativamente de forma linear crescente os 
seus níveis com as concentrações crescentes de quitosana (Figura 2). 
 
Figura 2: Atividade da proteína RP b-1,3-glucanases em frutos de maçã cv Gala após aplicação de diferentes 
concentrações de quitosana em pós-colheita, e armazenados a 26ºC por 96 horas. UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 
2014. 
 
 
Esses resultados demonstram que a quitosana possui ação na indução de resistência em 
frutos de maçã estimulando a expressão das β-1,3-Glucanases. Estas enzimas são 
responsáveis pela hidrolise das ligações glicosídicas do tipo β-1,3 presentes em β-D-glucanas, 
liberando glucose como produto principal (BAUERMEISTER et al., 2010). Desta forma essa 
enzima pode promover a degradação da parede celular dos fungos, a qual é constituída por 
polissacarídeos β-1,3-glucano o principal substrato para a β-1,3-glucanase. 
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Resultados semelhantes são relatados por Bautista-Baños et al. (2003); no controle de 
C. gloeosporioides em mamão, Zengxin et al. (2013) em frutos de pêssego, onde em ambos os 
trabalhos, a quitosana atuou como molécula indutora, ativando as respostas de defesa nos 
frutos expressando aumento dos níveis de β-1,3 glucanase. Ainda, outros autores relataram 
que o indutor ativou a proteínas PRs em frutos de pêra (XIANGHONG et al., 2010), mangas 
(PONGPHEN et al., 2007) e em uvas observado por Aziz et al (2006). 
Em relação aos dados obtidos no experimento in vitro, observou-se que, a solução de 
quitosana, nas concentrações 0,25 e 0,5%, suprimiram o crescimento micelial Colletotrichum 
sp, após 48 horas, sendo o tratamento testemunha o que apresentou o maior crescimento 
micelial. (Figura 3). 
 
 
 
Figura 3: Crescimento micelial (cm) do fungo Colletotrichum sp em meio de cultura com adição de diferentes 
concentrações de quitosana (0, 0,25, 0,5, 1, 2%) armazenados em câmara de crescimento a 26ºC por 48 horas, 
UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 2014. 
 
 
 
Esses resultados confirmam a atividade fungistática ou fungitóxica possivelmente pela 
formação de ligações entre as cargas positivas da quitosana com os sítios negativos das 
proteínas que constituem a parede celular e a membrana da célula do fungo Colletotrichum 
sp., promovendo a desorganização destas estruturas e consequentemente a mudanças da 
permeabilidade e até o rompimento das mesmas, seguida da morte celular (ASSIS 2008). 
Resultados semelhantes utilizando quitosana em experimentos in vitro são relatados por 
diversos autores  
Bautista-Baños et al. (2003); Asgar et al. (2010) relatam a ação da quitosana sob o 
fungo Colletotrichum gloeosporioides utilizando soluções com 2 e 3 %. Já Maia (2009) 
A 
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observou que a quitosana inibiu o crescimento em 37 % e 56 % o crescimento micelial de 
Botryosphaeria sp. e Glomerella cingulata com solução de 1,5%. Em Penicillium sp. em 
maçã a quitosana teve efeito fungistático, reduzindo linearmente o diâmetro da colônia. 
(BOTELHO et al., 2002, 2010). 
2.6 CONCLUSÕES 
A quitosana atua sobre os parâmetros físico-químicos dos frutos de maçã cv. Gala, 
reduzindo a perda de massa, mantendo a firmeza de polpa e reduzindo capacidade de 
esporulação de Colletotrichum sp.; 
Confirma-se o efeito de indução de resistência de quitosana em frutos de maças, pela 
ativação da enzima β-1,3 glucanase. 
Quitosana apresenta ação fungistática sobre Colletotrichum sp. in vitro com redução 
do crescimento micelial. 
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3. QUITOSANA NA INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA AO MOFO CINZENTO EM PÓS-
COLHEITA DE MORANGOS CV. CAMAROSA E NO CONTROLE DE Botrytis 
cinerea IN VITRO. 
3.1 RESUMO 
O mofo cinzento causado por Botrytis cinerea é uma doença de grande importância na 
pós-colheita de morangos, causando grandes perdas ao longo de toda a cadeia produtiva e na 
pós-colheita dos frutos. Objetivou-se, neste trabalho, avaliar diferentes concentrações de 
quitosana na indução de resistência ao mofo cinzento em pós-colheita de morangos cv. 
Camarosa e no controle de Botrytis cinerea in vitro. Os frutos de morango foram submetidos 
ao tratamento por aspersão, nas diferentes concentrações de quitosana (0,25; 0,5; 1 e 2%), e 
na testemunha utilizou-se água destilada. Após os frutos serem tratados foram inoculados com 
uma suspensão de esporos de B. cinerea (5.10-3 esporos ml-1). O delineamento foi 
inteiramente casualizado, com 4 repetições de 20 frutos., sendo avaliados após 96 horas de 
armazenamento, na temperatura de 10 °C, quanto a perda de massa, firmeza de polpa, sólidos 
solúveis totais (SST), acidez titulável (AT), incidência e severidade do mofo cinzento e 
esporulação de B. cinerea. Em intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas retirou-se amostras de 
frutos para determinação dos açúcares totais e redutores, antocianinas, flavonoides, proteínas 
totais e atividade das enzimas relacionadas a patogenicidade (proteínas-RPs), sendo as 
peroxidases, fenilalanina amônia-liase, quitinases e β-1,3-glucanases. No experimento in 
vitro, a unidade experimental foi uma placa de Petri, em 4 repetições, sendo a quitosana  
incorporado ao meio BDA (Batata-Dextrose e Agar) e avaliado o crescimento micelial de B. 
cinerea com 24 e 48horas. Os resultados demonstraam que a quitosana atua no controle da 
incidência do mofo cinzento em pós-colheita de morangos cv. Camarosa, ativando as 
proteínas-RPs quitinases e β-1-3 glucanases. Mantém a firmeza de polpa em níveis mais 
elevados, interfere no metabolismo dos açúcares totais e redutores e dos flavonoides. In vitro 
possui ação fungistática no controle de B. cinerea diminuindo crescimento micelial em 
relação controle. 
 
Palavras-chaves: Fragaria x ananassa Duch; peroxidases, fenilalanina amônia-liase, 
quitinases e β-1,3-glucanase. 
 
3.2 ABSTRACT 
The gray mold caused by Botrytis cinerea is a disease of great importance in post-harvest of 
strawberries, causing major losses over the entire production chain and postharvest fruits. The 
objective of this study was to evaluate different chitosan concentrations in the gray mold 
resistance induction of postharvest camarosa strawberries cv., and control of Botrytis cinerea 
in vitro. Strawberry fruits were subjected to treatment by spraying, in different chitosan 
concentrations (0.25, 0.5, 1 and 2%) and in the control, distilled water was used. Afterwards, 
the fruits were inoculated with a suspension of B. cinerea spores ( ). The 
design was completely randomized with four replications of 20 fruits. After 96 hours of 
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storage at 10 ° C temperature, were evaluated the mass loss, firmness, total soluble solids 
(TSS), titratable acidity (TA), incidence and severity of gray mold and sporulation of B. 
cinerea. At intervals of 24, 48, 72 and 96 hours, were extracted fruit samples for 
determination of total and reducing sugars, anthocyanins, flavonoids, protein and enzyme 
activity related to pathogenicity (protein-RPs), those being the peroxidases, phenylalanine 
ammonia lyase, chitinase and β-1,3-glucanases. In the In vitro experiment, the experimental 
unit was one Petri® plate, in 4 replications, being the chitosan incorporated to PDA (Potato 
Dextrose Agar and) and rated the mycelial growth of B. cinerea with 24 and 48 hours. The 
chitosan acts in controlling the incidence of gray mold in postharvest Camarosa strawberries 
cv., activating chitinase proteins and β-1-3-glucanases. Keeps firmness at higher levels, 
interferes with the metabolism of total sugars, reducing sugars and flavonoids. In the In vitro, 
it has fungistatic action to control B. cinerea reducing mycelial growth compared to control. 
 
Keywords: Fragaria x ananassa, Duch; peroxidases, phenylalanine ammonia-lyase; chitinase 
and β-1,3-glucanase. 
 
3.3 INTRODUÇÃO 
O Brasil é um dos maiores produtores mundiais de morango, ocupando a 3º colocação, 
no entanto, sua produção está ainda limitada a atender o mercado nacional, sendo exportado 
apenas 1%, o que demonstra a grande possibilidade de crescimento em nível de exportação 
(ANUÁRIO, 2013). Considerando um país com grande extensão territorial, diversidades 
edafoclimáticas e capacidade de adaptação da cultura, a produção de morangos pode ocorrer 
em praticamente todas as regiões, porém concentra-se principalmente nos estados do Rio 
Grande do Sul, Minas Gerais, São Paulo e o Paraná, sendo a produção em sua grande maioria 
destinada ao mercado de frutos in natura (ANTUNES; JUNIOR, 2007). 
As perdas pós-colheitas relacionadas com a cultura do morango, representam um 
grande problema que limita a distribuição e diminui a vida dos frutos para a comercialização, 
gerando grande prejuízos econômicos. Essas perdas, em sua grande maioria são causadas pela 
ação de fungos fitopatogênicos, organismos responsáveis pelas podridões e pela rápida 
deterioração dos morangos diminuindo o tempo de prateleira dos frutos.  
Dentre os fungos causadores de podridões o Botrytis cinerea agente causal do mofo-
cinzento é o mais importante. De ocorrência generalizada, presente em todas as regiões que 
cultivam o morangueiro, de difícil controle e com grande capacidade de desenvolver 
epidemias rápidas e severas (TANAKA et al., 2005; MORANDI; MAFFIA, 2005). 
A doença nos frutos surge como manchas marrons claras de tamanho variável, não 
aquosa, sem linhas demarcando os tecidos afetados. As machas evoluem tomando todo o fruto 
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que apodrece adquirindo um aspecto seco e firme, com recobrimento cinza, constituído pelas 
estruturas do fungo (BERGAMIM FILHO; AMORIM, 2011). 
O manejo adequado ao longo da cadeia produtiva e principalmente na pós-colheita é 
um ponto importantíssimo, no entanto os métodos de controle de patógenos mais eficientes 
normalmente são conseguidos com a utilização de agroquímicos, o que representa um método 
que interfere no ambiente, causando danos a saúde dos produtores e consumidores.   
Para diminuir esses problemas, métodos alternativos vêm sendo amplamente estudados, 
entre estes o processo de indução de resistência. Os indutores de resistência ou elicitores são 
produtos bióticos ou abióticos, que ativam a expressão de genes que codificam diversas 
respostas de defesa a patógenos, conduzindo à indução da resistência, e com isso a proteção 
de tecidos da planta ainda não atacados, tornando-os resistentes à infecção por patógenos.  
 A quitosana é um indutor de resistência abiótico, obtido apartir da desacetilação da 
quitina encontrada na carapaça dos crustáceos, e tem sido relatada em diversos trabalhos com 
potencial na redução de podridões pós-colheita de frutos. Atua ligando-se a receptores 
presentes na membrana celular das plantas, mimetizando o fenômeno de reconhecimento que 
ocorre na interação incompatível entre a planta e o patógeno (LABANCA, 2002), podendo 
inibir as proteinases e promover a lignificação (TERRY; JOYCE, 2004), alterar o 
metabolismo das fitoalexinas (MAZARO et al., 2008), induzir a formação de compostos 
fenólicos (BAUTISTA-BAÑOS et al., 2006), peroxidase (ZHANG; QUANTICK, 1998),  
fenilalanina amônia-liase (FAL) (ROMANAZZI et al., 2002; RODRIGUES et al., 2006) e 
ativar enzimas quitinases e b-1,3-glucanases (ZHANG; QUANTICK, 1998; RODRIGUES et 
al., 2006). 
A quitosana em morango vem demonstrando potencial em diversos trabalhos no 
controle de fitopatógenos. Segundo Mazaro et al. (2008) a quitosana aplicada na pré colheita 
de morangos, diminui a podridão na pós-colheita causada por B. cinerea, além de apresentar 
ação sobre a maturação dos frutos promovendo menor perda de massa fresca, manutenção da 
firmeza de polpa e acidez titulável e diminuição na produção de etileno. Em sistema de 
cultivo de morangos orgânicos, Campos et. al. (2011), obtiveram a redução de podridões, 
perda de massa, e frutos com melhor aparência. Velickova et al. (2013) relataram ainda que a 
aplicação de quitosana em pós colheita de morangos ‘Camarosa’, aumentaram o período de 
armazenamento dos frutos por sete dias a uma temperatura de 20ºC e 53% de umidade 
relativa, comparando com frutos sem a aplicação do produto. Silva et al., (2012) observaram 
que a aplicação de quitosana em morangueiros cv. Diamante estimulou o crescimento dos 
frutos e o aumento da produtividade. 
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Apesar de diversos trabalhos já realizados com quitosana, considerando o patossistema 
morango x B. cinerea, a proposta deste trabalho possui o diferencial de ser feito o tratamento 
pela da pulverização na pós-colheita, já outros trabalhos realizaram tratamentos em pré-
colheita ou com a da imersão dos frutos, técnicas que podem ser inviáveis considerando o 
tratamento em nível de campo ou danos aos frutos por imersão. Também esse trabalho buscou 
avaliar condições de armazenamento similares as empregadas no processo de 
comercialização, ou seja, a temperatura dos balcões de exposição refrigerados a 10oC, 
enquanto que outros trabalhos consideraram temperaturas de armazenamento ou ambiente.  
O objetivo do trabalho foi avaliar diferentes concentrações de quitosana na indução de 
resistência ao mofo cinzento em pós-colheita de morangos cv. Camarosa no controle de B. 
cinerea in vitro. 
3.4 MATERIAL E MÉTODOS 
Foram conduzidos dois experimentos no Laboratório de Fitopatologia da Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná - Câmpus Dois Vizinhos, no ano de 2013, sendo que o 
Experimento I buscou avaliar diferentes concentrações de quitosana na indução de resistência 
ao mofo cinzento em pós-colheita de morangos cv. Camarosa. Já o experimento II, 
desenvolvido logo em seguida ao primeiro, verificou o efeito da quitosana sobre o patógeno, 
avaliando o controle de Botrytis cinerea em condições in vitro.  
3.4.1 Experimento I – Indução de Resistência a mofo cinzento: 
Os frutos de morangos cv. Camarosa foram colhidos quando apresentavam-se em 
estádio de maturação de consumo comercial (coloração >90%vermelha; SST valor médio 
13oBrix; acidez titulável valor médio 11,0 meq./100ml). Fez-se no laboratório uma seleção 
dos frutos, quanto ao tamanho, grau de maturação e aparente ausência de injúrias. Cada 
unidade experimental foi constituída de uma bandeja de polipropileno com dimensões de 20 
cm de comprimento por 10 cm de largura, contendo vinte frutos. 
As soluções de quitosana foram preparadas com material oriundo de farmácia de 
manipulação, com 98% de pureza do produto, a qual foi diluída em solução contendo ácido 
acético a 1%, e então, ajustadas as concentrações com água destilada (0,25; 0,5; 1 e 2%), 
sendo para testemunha somente água destilada. O delineamento experimental foi inteiramente 
casualizado com quatro repetições.   
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 Os tratamentos foram aplicados logo após o preparo da quitosana, diretamente nos 
morangos, por aspersão, com borrifador manual, em uma dosagem aproximada de 
10ml/20frutos. Em seguida as bandejas foram envolvidas em filme tipo PVC esticável e 
armazenadas em câmara de crescimento, por 96 horas, a 10ºC ± 1ºC, sem fotoperíodo.  
Após 24 horas da aplicação dos tratamentos, inoculou-se B. cinerea (5.10-3 
conídios/mL-1), na quantidade aproximada de 0,01ml por morango.  
Após 96 horas de armazenamento avaliou-se a perda de massa, firmeza de polpa, 
sólidos solúveis totais (SST), acidez titulável (AT), incidência e diâmetro da lesão de mofo 
cinzento (severidade) e esporulação de B. cinerea. Em intervalos de 24, 48, 72 e 96 horas 
foram retiradas amostras de frutos do tratamento testemunha e da maior concentração de 
quitosana (2%) para determinação de análises bioquímicas de açúcares totais e redutores, 
antocianinas, flavonoides, proteínas totais e atividade das enzimas relacionadas a 
patogenicidade (proteínas-RPs), sendo a peroxidase, fenilalanina amônia-liase, quitinases e β-
1,3-glucanase. 
A perda de massa dos morangos foi obtida pela diferença de massa do dia da 
instalação do experimento e do valor encontrado na pesagem após 96 horas de 
armazenamento, expresso em percentual. A firmeza da polpa foi realizada com penetrômetro 
TR, modelo RT – 327, ponteira de 8 mm de diâmetro. Os resultados foram expressos em 
libras/cm2 e transformados para Newton. O teor de SST foi analisado do suco extraído dos 
frutos, com um extrator manual, e mensurado com um refratômetro digital, sendo os valores 
expressos em °Brix. A acidez total titulável (ATT) foi determinada de 10 mL de suco dos 
frutos diluído em 90 mL de água destilada, seguido por titulação com uma solução de 
hidróxido de sódio 0,1 N até pH 8,1, sendo expresso em meq.100 mL-1. A avaliação da 
incidência de podridões, tamanho da lesão e esporulação foram realizadas com auxílio de um 
estereomicroscópio binocular, sendo confirmado os sintomas de doenças e se as lesões 
estavam com esporulação. Para o tamanho das lesões as mesmas foram mensuradas com 
auxilio de um paquímetro, realizando duas medições cruzadas sobre as lesões.  
Nas análises bioquímicas a quantificação de proteínas totais, as amostras da polpa dos 
morangos foram maceradas em almofariz com 5 ml de tampão fosfato 0,2 M (pH 7,5). Em 
seguida, o material foi centrifugado (14.000g / 10 min a 4°C) e o sobrenadante coletado. Para 
quantificação do conteúdo total de proteínas das amostras foi empregado o teste de Bradford 
(1976). A leitura de proteínas totais foi realizada em espectrofotômetro a 630 nm, utilizando 
soro albumina bovina como padrão. 
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Para a quantificação de flavonoides e antocianinas pesou-se 1 g da polpa de morango 
macerado posteriormente em almofariz, juntamente com 25 ml da solução extratora, formada 
por etanol 95% + HCl 1,5 N (HCl 1,5 N = 125 ml de HCl puro para análise (P.A.) + 875 ml de 
água destilada) na proporção de 85:15, ou seja, 850 ml de etanol 95% para 150 ml de HCl 
1,5N quando para 1000 ml. Após a maceração, os extratos foram acondicionados em tubos de 
ensaio ao abrigo da luz e refrigerados a aproximadamente 4ºC, por um período de 20 horas. 
Após este período, os extratos foram filtrados, lavados com mais 25 ml da solução extratora e 
deixados em repouso em frasco coberto por papel alumínio por 2 horas. Posteriormente 
retirou-se 1 ml da amostra o qual foi adicionado a 10 ml da solução extratora, em tubo de 
ensaio e agitado em vortex. Na sequência foi feita a leitura das amostras no espectrofotômetro 
a 374 nm, para obtenção da absorbância de flavonoides e a 535 nm para obtenção da 
absorbância de antocianinas. 
As concentrações de açúcares solúveis totais foram determinadas pelo método fenol-
sulfúrico descrito por Dubois et al. (1956). As amostras foram maceradas em almofariz 
contendo 5 mL de tampão fosfato 0,2M – pH 7,5, centrifugadas por 5 minutos a 10.000 g. 
Utilizando-se 2 uL do extrato e adicionando-se 0,5mL de fenol a 5,0% + 2,5 mL ácido 
sulfúrico concentrado. A leitura das amostras foi realizada a 490 nm. A concentração de 
açúcares totais foi determinada por meio de uma curva padrão de glicose. 
Açúcares redutores foram determinados pelo método do dinitrosalicilato (DNS) 
(MILLER, 1959). As amostras foram maceradas em almofariz contendo 5 mL de tampão 
fosfato 0,2M – pH 7,5, centrifugadas por 10 minutos a 14.000 g a 4oC. Utilizando-se 0,5 µL 
do extrato e adicionando-se 1,0 mL de água destilada  + 1,0 mL reagente DNS. A leitura das 
amostras foram realizadas a 540 nm. As concentrações de açúcares redutores foram 
calculadas em função de curva padrão de glicose. 
As peroxidases foram determinadas pelo método preconizado por Matsuno; Uritani 
(1972), aonde foi retirada uma amostra dos frutos de cada unidade experimental, colocada em 
um recipiente de porcelana previamente refrigerado, pois esta análise deve-se processar a 
temperatura inferior a 4 ºC. As amostras foram maceradas com 3,0 ml tampão fostato 0,05 M 
(pH 7) com mais 0,005g polivinilpirrolidona. O extrato foi acondicionado em tubos ependorfe 
devidamente identificados que foram levados para a centrífuga por 20 minutos, a 4 ºC e a 
5000 rpm. Após centrifugação, foi retirado 2,0 mL do sobrenadante e colocado em tubos de 
ensaios identificados, aonde encontrava-se o preparado de 3,0 mL do tampão citrato (pH 5,0) 
mais 0,5 ml água oxigenada a 3 % e mais 0,5 ml guaiacol 0,5 %. A solução foi agitada e 
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colocada por 15 minutos em banho-maria 30ºC e após 10minutos em gelo para pararem as 
reações. Finalmente foi adicionado 0,5 mL de bisulfito de sódio agitado e feita a leitura a 450 
nm em espectrofotômetro, obtendo-se assim os valores de absorbância.  
A fenilalanina amônia-liase foi quantificação através do método colorimétrico do 
ácido trans-cinâmico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia descrita por 
Kuhn (2007), aonde se utilizou 0,5 mL do suco das frutas com mais 3,0 mL do tampão TRIS 
– HCl pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente marcados que 
foram levados para a centrífuga por 10 minutos, a 4 ºC e a 6000 rpm. Após, foi transferido 
uma alíquota de 200 µL para tubo de ensaio identificado, acrescentando-se mais 3,0 mL do 
tampão de extração. A solução foi agitada, obtendo-se assim, o extrato enzimático. Deste 
extrato, 1,5 mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais 1,0 mL do tampão de 
extração e 0,5 mL de fenilalanina. Novamente, esta solução foi agitada para homogeneização. 
E após, os tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 40ºC. Depois de retirados 
do banho-maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a 
reação e assim poder ser feita a leitura em espectrofotômetro a 290 nm.  
Para dosagem das atividades de quitinase e β-1,3-glucanase foram realizadas com 
adaptações da metodologia proposta por Wirth; Wolf (1992). As amostras foram maceradas 
em 2,0 mL de tampão acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior centrifugação (20.000 g por 25 
min, a -4 °C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliação da atividade das 
enzimas. A atividade enzimática da quitinase foi avaliada através da liberação de fragmentos 
solúveis de quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta (Sigma). Para 
determinação espectrofotométrica das atividades de β-1,3-glucanase nos extratos foi utilizado 
como substrato solução de Curdlan (Sigma). 
3.4.2 Experimento II - Efeito da quitosana sobre B. cinerea in vitro 
O isolado do fungo B. cinerea foi obtido no Laboratório de Fitossanidade da 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Câmpus Dois Vizinhos/PR. O fungo foi 
repicado em placas de Petri®, contendo meio BDA, e mantidas em B.O.D. a 25 ± 2ºC, com 
fotoperíodo de 12 horas.   
Os tratamentos foram concentrações de quitosana, sendo avaliados nas mesmas 
concentrações anteriores (0,25; 0,5; 1 e 2%) e a testemunha água destilada.  A unidade 
experimental foi constituída por uma placa de Petri® de vidro com 9 cm de diâmetro, em 
quatro repetições.   
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Os meios de cultura BDA (batata-dextrose- Agar) receberam a adição de quitosana nas 
diferentes concentrações, conforme preparação descrita no experimento I, sendo somente 
como diferencial que antes de serem inseridas ao meio, foram esterilizada em banho-maria a 
60oC por 6 horas. Em seguida, em camara de fluxo laminar, os preparados foram vertidos na 
quantidade de 18 mL por placa de Petri®.   
Após a solidificação do meio, os discos com 10 mm de diâmetro contendo o micélio 
do fungo B. cinerea foram dispostos no centro da placa. Então, estas foram tampadas, lacradas 
com filme plástico esticável e acondicionadas em B.O.D. à temperatura de 25 ± 2ºC e 
fotoperíodo de 12 horas. 
A avaliação do experimento foi realizada com 24 e 48 horas, com a utilização de 
medição, com auxilio de um paquímetro, perpendicularmente em dois diâmetros (A e B) pré-
definidos antes do crescimento micelial do fungo. O experimento foi finalizado quando o 
fungo B. cinerea atingiu a borda de uma das placas. 
Os dados dos experimentos foram submetidos aos testes de Normalidade e 
posteriormente à análise de variância. As médias comparadas pelo teste de Tukey (p=0,05), 
com auxílio do software Assistat.  
3.5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
Os dados obtidos no Experimento I onde avaliou-se o potencial da quitosana na 
indução de resistência em pós-colheita de morangos, demonstraram a ação do indutor sobre as 
características físico-químicas e no controle da podridão causada por B.cinerea (Figura 1A e 
1B). 
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Figura 1: Incidência de podridões (A) e firmeza de polpa (B) em frutos de morango ‘Camarosa’, após aplicação 
de diferentes concentrações de quitosana em pós-colheita, e armazenados a 10ºC por 96 horas. UTFPR. Dois 
Vizinhos – PR, 2014. 
 
 
A ocorrência de podridões nos frutos de morangos ‘Camarosa’ foi reduzida de forma 
linear pelos tratamentos nas diferentes concentrações de quitosana, sendo que na testemunha 
apresentou maiores incidências de podridões (Figura 1A). 
Os resultados obtidos podem ser explicados pela ação deste biopolímero interferindo 
diretamente no crescimento de vários fungos fitopatógenos, apresentando efeito fungiostático 
ou fungicida com a desorganização molecular e estrutural nos fungos (BERGER et al., 2011).  
Ainda o polímero pode ter atuado segundo El Hadrami et al. (2010) na indução das 
defesas dos frutos através da produção de compostos de defesa como fenóis e proteinas-RPs 
A 
B 
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como peroxidases, FAL, quitinases, β-1,3 glucanases (RABEAS et al., 2003; KHAN et al., 
2003; BASSETO, 2006). 
Resultados semelhantes, com efeito no controle de podridões de morangos causadas 
por B. cinerea, foram obtidos por Mazaro et al. (2008) aplicando quitosana na pré-colheita nas  
concentrações de (0,5, 1 e 1,5%) e por  El Ghaouth et al. (1992); Romanazzi et al. (2013) nas 
concentrações de 10 e 15 mg.L-1, que também observaram efeito sobre Rhizopus stolonifer. 
De acordo com Wang e Gao (2013), em seu trabalho ficou mais evidente o efeito da quitosana 
na redução de podridões de frutos de morango, pois quanto maior foi o período de 
armazenamento e maior a temperatura de armazenamento, maior foi o efeito do polímero, o 
que vem a afirmar o potencial do produto na redução de podridões de frutos.  
Resultados semelhantes são relatados em outros frutos, evidenciado o efeito de 
quitosana no controle de podridões pós-colheita como o desenvolvido por Botelho et al. 
(2010), os quais relatam que a aplicação de quitosana em maçãs ‘Castel Gala’, a partir da 
concentração de 40 mg.L-1, reduziram a incidência de podridões nos frutos. Camili et al. 
(2007) em uva, onde as soluções com concentrações de 1,5 e 2,0 % (v/v), reduziram 
significativamente a doença e promoveram o controle de B. cinerea. 
Quanto à firmeza de polpa, os dados demonstraram que com o aumento das 
concentrações de quitosana, ocorreu uma maior manutenção da firmeza da polpa dos frutos 
(Figura 1B).  
A firmeza de polpa esta diretamente ligada a velocidade de deterioração das estruturas 
dos frutos, parede celular e turgidez dos tecidos. Durante a maturação ocorre um incremento 
de enzimas, principalmente a poligalacturonase, a pectinase e a celulase, degradando os 
principais constituintes da parede celular, como a transformação de protopectinas em pectinas 
solúveis. O uso de quitosana, nesse experimento, possivelmente tenha inibido a atividade de 
enzimas de desestruturação da parede, mantendo os frutos com maior firmeza de polpa, 
conforme descrito por Bhaskara-Reddy et al. (1998). 
Essa relação direta da aplicação de quitosana e a manutenção da firmeza vêm sendo 
observada em diversos trabalhos na pós-colheita de frutos, como em morangos (ZHANG, 
1998; BHASKARA et al., 2000; MAZARO et al., 2008) em maçãs de cv. Rosa tratadas com 
2% de quitosana (MARATREE et al., 2014) e 1% segundo Haiping Qi et al. (2010), já em 
pêssegos as concentrações de 5 e 10 mg ml-1 promoveram a manutenção da firmeza frente ao 
fungo M. fructicola. (LI; YU, 2000). 
Ainda os dados observados nesse trabalho quanto à manutenção da firmeza de polpa e 
a diminuição da podridão podem ser correlacionados, pois à medida que a concentrações do 
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indutor aumentou, a incidência de podridões diminuiu e a firmeza se manteve mais elevada, o 
que sugere que o patógeno encontrou maiores dificuldades para infectar e colonizar os frutos 
diminuindo dessa forma a incidência de podridões. 
Os resultados relativos aos efeitos da quitosana sobre a perda de massa, sólidos 
solúveis Totais (SST), e acidez titulável (AT) revelaram que o indutor não apresentou efeito 
sobre tais parâmetros (Tabela 1). 
 
 
Tabela 1: Perda de massa (%), acidez titulável e teor de sólidos solúveis totais, 96 horas após a aplicação de 
concentrações de quitosana em pós-colheita de morangos ‘Camarosa’ e armazenados a 10ºC por 96 horas. 
UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 2014. 
Concentração de 
quitosana (%) 
Perda de massa 
(%) 
Acidez titulável 
(meq.100ml-1) 
Sólidos Solúveis 
Totais (oBrix) 
0,00 12,2ns 11,2ns 13,1 ns 
0,25 12,5 10,1 13,3 
0,50 13,4 11,8 12,5 
1,00 13,6 8,7 12,4 
2,00 12,2 10,2 12,3 
Média 10,34 8,16 10,01 
ns – não significativo pelo teste de análise de variância ao nível de 5% de probabilidade de erro. 
 
 
A perda de massa é causada principalmente pela perda de água do fruto em sua 
transpiração e respiração, portanto intimamente ligada a maturação, estrutura física e química 
cuticular. Como não houve diferenças na perda de massa, acredita-se que seja em função da 
forma como ocorreram os tratamentos, por aspersão e não por imersão, nesse sentido o 
produto não promoveu um efeito filmogênico, o que poderia ser uma barreira na redução da 
perda de água do tecido vegetal. Já em trabalhos, aonde utilizaram o processo de imersão dos 
frutos na quitosana, ocorreu efeitode redução na perda de água (ASSIS, 2009).  
Os sólidos solúveis totais (SST), e a acidez titulável (AT) são variáveis importantes na 
pós-colheita de frutos. A alteração dos SST relaciona-se com a hidrólise de amido, gerando 
açúcares solúveis durante o processo de maturação. A manutenção da acidez indica que a 
qualidade dos frutos está sendo mantida, desta forma a perda da acidez está relacionada ao 
processo natural de maturação dos frutos, pois ocorre uma utilização dos ácidos orgânicos, 
como substrato no processo respiratório via ciclo de Krebs (MAZARO et al., 2008).  
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Deve-se levar em consideração que o morango é um fruto que apresenta atividade 
metabólica em pós-colheita, bem como as condições avaliadas, com temperatura de 10oC, 
impediu que ocorressem grandes alterações devido os tratamentos. Fato que não descarta 
alterações nos parâmetros de SST e acidez em condições de baixa temperatura. Resultados 
semelhantes, quanto a não alteração destes parâmetros também foram descritos por Borsatti 
(2014) em amora preta tratadas com AS (ácido salicílico).  
Quanto às análises bioquímicas (açúcares totais e redutores, proteínas, antocianinas, 
flavonoides, FAL, peroxidase, quitinase e glucanase) foram alteradas com o passar das horas 
(24, 48, 72 e 96 horas) após e a realização tratamento com quitosana (tabela 02).  
 
 
Tabela 2 Concentração de açúcares totais (mg.g tecido-1), açúcares redutores (mg.g tecido-1), proteínas (mg.g 
tecido-1), antocianinas (mg.L-1 cloreto de malvidina), flavonoides (mg.L-1 cloreto de malvidina), peroxidase 
(unidade enzimática.minuto-1), FAL (UAbs.µg prot.mL-1), quitinase (UAbs.µg prot.mL-1) proteína e β-1,3 
Glucanase (UAbs min-1/mg proteína) presentes nos extratos de morango tratados com duas concentrações de 
quitosana e avaliada em 4 momentos. UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 2014. 
Tratamentos Avaliações bioquímicas enzimáticas 
 24 horas 48 horas 72 horas 96 horas Média 
Proteínas                                                           (mg.g tecido-1) 
Testemunha 0,1357 Aa 0,1261 aA - 0,1392 aA 0,1336 
Quitosana (2,0 
mM) 
0,1238 aA 0,0611 aA - 0,0842 aA 0,0897 
Açúcares Totais                                               (mg.g tecido-1) 
Testemunha 29,32 A  224,17 A 161,00 A 161,82 A  144,08 
Quitosana (2,0 
mM) 
132,77 B  103,91 B 106,74 B 470,84 A 
203,6 
Açúcares Redutores                                        (mg.g tecido-1) 
Testemunha 0,0026 B  0,0041 A 0,0028 AB 0,0020 B 0,0029a 
Quitosana (2,0 
mM) 
0,0022 B  0,0028 AB 0,0028 AB 0,0035 A 
0,0028 
Antocianinas                       (mg.L-1 cloreto de malvidina) 
Testemunha 11,64 aB 13,61 aB 25,27 aA 16,54 aB 16,77a 
Quitosana (2,0 
mM) 
15,43 aB 16,06 aB 23,87 aA 17,96 aB 16,33a 
Flavonóides                                   (mg.L-1 cloreto de malvidina) 
Testemunha 
25,92aA  23,54 aA 27,19 aA 18,89 bA 
 
23,88a 
Quitosana (2,0 
mM) 
19,29aAB  
 
10,94 bB 27,47 aA 31,09 aA 
22,19a 
Peroxidase                                    (unidade enzimática.min-1) 
Testemunha 
 0,31 aAB 0,09 bB 0,58 aA 0,28 aB 
0,31a 
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Quitosana (2,0 
mM) 
0,29 aA  0,42 aA 0,36 bA  
 
0,20 aA 
0,31a 
FAL                                               UAbs min-1/mg proteína  
Testemunha 1,2817  1,1991 1,5375 0,8002 1.20461 a 
Quitosana (2,0 
mM) 
1,3076 1,1352 4,2486 1,4833 2.04367 a 
Quitinase                                      UAbs min-1/mg proteína  
Testemunha 
0,0158  
 
0,0122  0,0147 b 
0,0079 b 
 
0.01261 b 
Quitosana (2,0 
mM) 
0,0161 0,0199 0,0539 a 0,0220 a 0.02796 a 
β-1,3 Glucanase                          UAbs min-1/mg proteína 
Testemunha 0,18 aA 0,30 aA 0,32 aA  0,49 bA 0,32b 
Quitosana (2,0 
mM) 
0,37 aB 0,63 aB 0,7 aB  1,54 aA 0,81a 
*Médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas e pelas letras maiúsculas nas linhas não diferem entre 
si pelo teste de Tukey (p≤0,05).  ns=não significativo 
 
Em relação aos parâmetros bioquímicos das macromoléculas proteínas totais, açúcares 
totais e redutores observou-se que a aplicação de quitosana a 2% na pós-colheita de morango, 
promoveu o aumento nos níveis de açúcares totais e redutores, após 96 horas do tratamento, 
no entanto não interferiu sobre os níveis de proteínas totais. As proteínas, açúcares totais 
(glicose, frutose, maltose e sacarose) e os redutores (glicose, frutose, maltose) estão 
diretamente envolvidos no metabolismo primário vegetal, sendo, no caso dos açúcares, 
substrato para as rotas do metabolismo secundário. A alteração dos açúcares, conforme 
observado no tratamento com quitosana, com destaque para 96 horas, demonstra que o indutor 
apresentou ação sobre o metabolismo primário. Tal ação nos açúcares pode estar relacionada 
a manutenção da qualidade pós-colheita de morangos, conforme observado por Albuquerque 
et al., (2010), aonde associou teores de açúcares redutores com o metabolismo fisiológico 
envolvido na maturação. 
Os níveis de antocianinas não tiveram interferência em função dos tratamentos, já para 
flavonoides com 96 horas, ocorreram os maiores valores quando utilizado o indutor em 
comparação com a testemunha. Ainda, para esses parâmetros, ocorreram alterações no 
decorrer do tempo de avaliação, o que é normal, uma vez que a síntese ou a degradação destes 
compostos ocorre naturalmente durante o processo de maturação dos frutos. A alteração dos 
flavonoides 96 horas após o tratamento, pode ser associado a alteração dos açucares totais e 
redutores que ocorreu no mesmo período, o que demonstra sinergismo no processo de relação 
entre o metabolismo primário e secundário, haja visto quer os flavonóides são metabolitos 
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secundários, e os acúcares substrato na rota dos fenilpropanóides no processo de síntese dos 
mesmos. 
Segundo Taiz e Zeiger (2006) os flavonoides são sintetizados em resposta a infecção 
por fungos, estas moléculas apresentam atividade antimicrobiana dificultando a penetração e a 
colonização de fungos. Desta forma o aumento na concentração flavonóides pode estar 
relacionado com a aplicação da quitosana, já que a esta molécula é capaz de induzir a resposta 
de defesa das plantas por ser semelhante a quitina presente na parede celular dos fungos. Da 
mesma forma que a antocianina os flavonoides estão relacionados com a síntese de compostos 
fenólicos, são a maior classe de compostos desta origem, e assim como as antocianinas estes, 
são sintetizados a partir da rota do ácido chiquímico ou do ácido malônico. 
A rota do ácido chiquímico, ou também denominada dos fenilpropanóides é a 
principal via de formação de compostos fenólicos, sendo que a FAL é a enzima chave na 
síntese destes compostos. A FAL atua na desaminação da L-fenilalanina, formando ácido 
trans-cinâmico e amônia. O ácido trans-cinâmico pode ser incorporado em diferentes 
compostos fenólicos (ácido 4-cumárico, ácido caféico, ácido ferúlico), os quais estão 
presentes na formação de ésteres, cumarinas, flavonóides e ligninas (CAVALCANTI et al., 
2005). Os dados obtidos quanto a atividade da FAL, apesar de demonstrar valores mais 
levados na média geral das avaliações, quando se aplicou o indutor, não houve diferença 
estatística entre os tratamentos. 
Em relação às peroxidases, ocorreu alteração pelo uso dos indutores e também em 
função do tempo, sua maior atividade foi observada com 48horas após a aplicação do indutor. 
Já para a testemunha com 72 horas, indicando que a quitosana, estimulou a síntese dessa 
enzima de forma antecipada. As peroxidases, entre suas ações sintetizam ligninas, 
modificando a estrutura e a arquitetura das paredes celulares aumentando a resistência à 
patógenos. 
Segundo Taiz e Zeiger (2006) o peróxido de hidrogênio promove a ligação cruzadas 
entre proteínas, oque torna a parede celular mais rígida e resistente. Mazaro (2007) observou 
que a atividade das peroxidases foram estimuladas pelo uso da quitosana em morangos, 
apresentando expressão após 120 horas da aplicação, já Felipini; Di Piero (2008) citam que a 
imersão de maçãs em quitosana não afetou significativamente a atividade de peroxidases. 
A quitosana ativou as proteinas-RPs, sendo as quitinases pronunciada a partir de 
72horas da após a aplicação do indutor, com sua atividade acrescida em 366%, 278% nas 
avaliações de 72 e 96 horas, respectivamente, em comparação com a testemunha. Para a b-
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1,3-glucanases sua ação ocorreu posteriormente com 96horas após a aplicação dos 
tratamentos, com acréscimo de 314% em relação à testemunha. 
Esses resultados demonstram que o indutor quitosana possui ação na indução de 
resistência em frutos de morango. Estas enzimas estão relacionadas com a degradação da 
parede celular dos fungos sendo esta parede formada por polissacarídeos quitina e β-1,3-
glucano os principais substratos para as quitinases e a β-1,3-glucanase. 
Outros trabalhos já demonstraram a ação de quitosana sobre a indução dessas enzimas 
hidroliticas em morangos, como os descritos por Mazaro et al. (2008; 2012) onde a quitosana 
em diferentes concentrações ativou as quitinases e glucanases. Ainda, outros autores relatam 
que o indutor ativou as proteínas PRs em frutos de pêra (XIANGHONG et al., 2010) , e de 
mangas (PONGPHEN et al., 2007) e em uvas observado por Aziz et al (2006). 
Já El Ghaouth et al. (1992) citam que o recobrimento de quitosana em frutos de 
morango, teve efeito na diminuição das podridões, no entanto, não estimulou a atividade 
enzimática de quitinases e glucanases.  
Em relação aos dados obtidos no experimento de crescimento micelial, observou-se 
que as diferentes concentrações de quitosana adicionadas ao meio BDA, inibiram o 
crescimento micelial de B. cinerea após 72 horas (Figura 02). Esses resultados indicam que a 
quitosana apresenta atividade fungistática e fungitóxica, impedindo o crescimento normal do 
fungo.  
 
 
 
Figura 2: Crescimento micelial do fungo B. cinerea em meio de cultura com a adição de diferentes 
concentrações de quitosana (0, 0,25, 0,5, 1 e 2%) após 72 em B.O.D. com temperatura de 24ºC, UTFPR. Dois 
Vizinhos – PR, 2014. 
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Esse efeito pode estar relacionado com as características catiônicas que a molécula de 
quitosana apresenta, o que possibilita a ligação da mesma com as macromoléculas com cargas 
negativas que estão presentes na parede celular e na membrana dos fungos. Essa ligação por 
sua vez pode promover a desorganização estrutural do fungo promovendo o rompimento da 
parede celular e da membrana acarretando a morte das células dos fungos. 
Resultados semelhantes são relatados por El Ghaouth et al. (1992) em morangos onde 
o crescimento micelial de B. cinerea e Rhizopus stolonifer, foi inibido pelas concentração de 
quitosana (10 e 15 mg ml), já Di Piero; Garda (2008) relatam o efeito fungistático da 
quitosana sob Colletotrichum lindemuthianum, causador da antracnose em feijoeiro-comum e 
Meng et al., (2010) verificaram essa ação em Pyrus pyrifolia e Alternaria kikuchiana, com 
0,40 e 0,35 g / L  e 1,72; 1,46 g / L, respectivamente. 
Uma avaliação conjunta dos dados, permite afirmar que o emprego de quitosana em 
pós-colheita, reduz a podridão de frutos, e que tal resultado, está relacionado ao processo de 
indução de resistência ativando as enzimas PRPs e também ação direta da quitosana sobre B. 
cinerea. 
3.6 CONCLUSÕES 
Quitosana atua no controle da incidência do mofo cinzento em pós-colheita de 
morangos cv. Camarosa, ativando as proteínas-RPs quitinases e  β-1-3 glucanases. Mantem a 
firmeza de polpa em níveis mais elevados, interfere no metabolismo dos açúcares totais e 
redutores e dos flavonoides.   
In vitro possui ação fungistática no controle de B. cinerea diminuindo crescimento 
micelial em relação ao controle. 
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4 QUITOSANA NA INDUÇÃO DE RESISTÊNCIA A PODRIDÃO PARDA EM PÓS-
COLHEITA DE PÊSSEGO E NO CONTROLE DE MONILINIA FRUCTICOLA IN 
VITRO. 
4.1 RESUMO 
A podridão parda causada por Monilinia fructicola é uma doença de grande 
importância na pós-colheita de pêssegos, pois acarretada perdas significativas ao longo da 
cadeia produtiva e principalmente na pós-colheita. Desta forma o trabalho teve como objetivo 
verificar a interferência de diferentes concentrações de quitosana na indução de resistência a 
podridão parda na pós-colheita de pêssegos e no controle in vitro do fungo Monilinia 
fructicola. Os frutos de pêssego foram submetidos ao tratamento por imersão, por 1 minutos, 
nas diferentes concentrações de quitosana (0,25; 0,5; 1 e 2%), tendo como testemunha a água 
destilada. Após os tratamentos frutos foram inoculados com uma suspensão de esporos de M. 
fructicola (5 .10-3 esporos ml-1). O delineamento foi inteiramente casualizado, com 4 
repetições de 20 frutos. Após 48 horas de armazenamento, na temperatura de 26 °C ±1, 
avaliou-se a perda de massa, firmeza de polpa, incidência da podridão e retirou-se amostras 
dos frutos para a quantificação de açúcares totais e redutores, proteínas totais, fenóis e 
atividade das enzimas relacionadas a patogenicidade (proteínas -RPs), sendo as peroxidases, 
fenilalanina amônia-liase, quitinases e β-1,3-glucanase. No experimento in vitro, a unidade 
experimental foi uma placa de Petri®, em 4 repetições, sendo a quitosana incorporado ao 
meio BDA (Batata-dextrose e Agar). O objetivo foi avaliar o crescimento micelial de M. 
fructicola com 24 e 48 horas. Os resultados possibilitam concluir que a Quitosana atua na 
manutenção da qualidade dos frutos, na indução de resistência e no controle da incidência da 
podridão parda em pós-colheita de pêssegos, ativando as PRPs e quinases e B-1-3 
Glucanase.e no controle de M. fructicola in vitro com ação fungistática. 
 
Palavras-chave: Prunus persica; peroxidases, fenilalanina amônia-liase, quitinases e β-1,3-
glucanase. 
 
4.2 ABSTRACT 
The brown rot caused by Monilinia fructicola is a disease of great importance in post-harvest 
of peaches, as it causes significant losses along the supply chain and especially in post-
harvest. Therefore, this study was to verify the interference of different chitosan 
concentrations in the induction of resistance to brown rot in postharvest peaches and in vitro 
control of the fungus Monilinia fructicola. Peach fruits were subjected to treatment by 
immersion for 1 minute in different chitosan concentrations (0.25, 0.5, 1 and 2%) and distilled 
water was used as control. Afterwards, the fruits were inoculated with a suspension of M. 
fructicola spores (5.10-3 spores ml-1). The design was completely randomized with four 
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replications of 20 fruits. After 48 hours of storage and temperature of 26 ° C ± 1, were 
evaluated the mass loss, firmness, and incidence of rot. Fruit samples were removed for 
determination of total and reducing sugars, proteins, phenols and activity of enzymes related 
to pathogenicity (RPS proteins), those being the peroxidases, phenylalanine ammonia lyase, 
chitinase and β-1,3-glucanase. In the In vitro experiment, the experimental unit was one 
Petri® plate in 4 replications, with the chitosan incorporated into the PDA (potato dextrose 
agar and) and evaluated the mycelial growth of M. fructicola with 24 and 48 hours. Chitosan 
acts in maintaining fruit quality, resistance induction and controls the incidence of brown rot 
in post-harvest of peaches, activating the PRPs, kinases, B-1-3 Glucanase, and to control in 
vitro M. fructicola with fungistatic action. 
 
Keywords: Prunus persica; peroxidases, phenylalanine ammonia-lyase, chitinase and β-1,3-
glucanase. 
 
4.3 INTRODUÇÃO 
A cultura do pêssego (Prunus persica) tornou-se nas últimas décadas uma importante 
cultura frutífera principalmente a partir dos melhoramentos realizados na cultura, o que 
permitiu que esta passasse a produzir por períodos maiores e gerando frutos de qualidade, 
melhorando a aceitação pelo mercado consumidor. 
O Brasil ocupa 13º posição na produção deste fruto, o que projeta um possível 
crescimento e um grande mercado a ser explorado no futuro. Os principais estados produtores 
são o Rio Grande do Sul, Santa Catarina, Paraná, São Paulo e atualmente Minas Gerais. No 
Paraná o cultivo do pêssego, ocupa 1,4 mil hectares, sendo colhidas próximo de 17,8 mil 
toneladas em 2012 (SEAB, 2012). 
Porém para atender a demanda de um mercado crescente, o Brasil necessita vencer 
alguns obstáculos, sendo o principal as perdas que ocorrem na pós-colheita. Segundo Martins 
et al. (2006), dois anos de levantamentos, constataram índices de injúrias pós-colheita em 
pêssegos de 4,9 a 44,5%, podendo chegar 87% principalmente pelo o amassamento durante o 
transporte e o armazenamento, o que se agrava por se tratar de um de fruto climatérico com 
grande perecibilidade. 
As grandes perdas naturais são ainda aumentadas pela ação de fungos fitopatogênicos, 
organismos responsáveis pelas podridões e pela rápida deterioração dos pêssegos diminuindo 
o tempo para a comercialização gerando grandes prejuízos. Entre as podridões que acometem 
a cultura do pêssego no Brasil, a podridão parda, ocasionada pelo fungo Monilinia fructicola 
(Wint.) Honey, é a mais importante doença das frutas de caroço como os pessegueiros e as 
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nectarineiras, sendo responsável pela destruição considerável de frutos maduros, tanto no 
pomar quanto durante a comercialização (ANDRADE, 1995; CAMPOS et al., 2005). 
A doença aparece inicialmente causando lesões pequenas pardacentas que evoluem 
para manchas marrons com a colonização dos tecidos vizinhos pelo fungo. Com o passar do 
tempo os frutos infectados tornam-se completamente cobertos de esporos, (GARRIDO; 
SÔNEGO, 2003). 
Esta doença está presente praticamente em todos os países onde o pessegueiro é 
cultivado, pois está adaptada ao clima quente e úmido a sua disseminação e manutenção nos 
pomares ocorre muitas vezes devido a existência de frutos mumificados em ramos da planta e 
no solo nos pomares (CAMPOS et al., 2005). 
Em frutos maduros infectados pelo patógeno 48hs são suficientes para a podridão 
tornar-se visível. As ocorrências de chuvas e temperatura ótima de 25°C a aumentam a 
incidência da doença (GARRIDO; SÔNEGO, 2003). 
O manejo adequado ao longo da cadeia produtiva e principalmente na pós-colheita é 
um ponto importantíssimo, no entanto não são suficientes para o controle da doença. Portanto 
verifica-se a necessidade do emprego de métodos de controle de patógenos eficientes, o que 
normalmente é conseguido com a utilização de agroquímicos, o que representa um risco ao 
ambiente e aos consumidores. 
Como alternativa para diminuir a utilização de agroquímicos, a indução de resistência 
apresenta-se como um método promissor que vem sendo amplamente estudado.  
Produtos de origem biótica ou abiótica podem ser utilizados como moléculas indutoras 
da defesa nas plantas, ativando genes responsáveis por diversas respostas que tornam os 
tecidos vegetais resistentes aos patógenos, estimulando a síntese de enzimas relacionadas a 
patogenicidade (CIA et al., 2007). 
Entre os indutores a quitosana obtida a partir da desacetilação da quitina encontrada na 
carapaça dos crustáceos, desperta atenção pelo baixo custo e por resultados positivos já 
descritos por vários autores indicando o potencial indutor em pós-colheita de frutos e no 
controle de podridões fúngicas. A quitosana quando ligada a membrana celular das plantas, 
induz uma resposta como se a planta estivesse sendo atacada por um patógeno (LABANCA, 
2002), induzindo as defesas da planta, inibindo a síntese de proteinases, promovendo a 
lignificação (TERRY; JOYCE, 2004), alterando o metabolismo das fitoalexinas (MAZARO 
et al., 2008), induzir a formação de compostos fenólicos (BAUTISTA-BAÑOS et al., 2006), 
peroxidase (ZHANG; QUANTICK, 1998), fenilalanina amônia-liase (FAL) (ROMANAZZI 
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et al., 2002; RODRIGUES et al., 2006) e a ativação das enzimas quitinases e b-1,3-glucanases 
(ZHANG; QUANTICK, 1998; RODRIGUES et al., 2006; ZENGXIN et al., 2013). 
Diversos autores descrevem a utilização da quitosana em pêssego na pós-colheita para 
controle o controle de fungos fitopatogênicos, como o causador da podridão parda o M. 
fructicola.  
Segundo Mazaro et al. (2005) a quitosana aplicada em concentrações acima de 0,25 à 
1% reduzem as podridões em pêssego. O que foi confirmado pelos resultados de Santos et al. 
(2008) cultivar Douradão em temperatura de refrigeração e por Hongye; Ting (2000); 
Bassetto, (2006) ambos no controle da podridão parda em pêssego. Em experimento 
utilizando quitosana a 1% e temperatura de armazenamento de 20 oC, Casals et al. (2012) 
obtiveram a redução da incidência a 10% em comparação a testemunha (73%). Já El-Badawy 
(2012); Ghasemnezhad et al. (2010) demonstaram que a quitosana na concentração de 1% 
diminui a perda de massa. Ainda El-Badawy (2012) obtiveram o retardo da senescência, 
aumento nos níveis de sólidos e solúveis totais e acidez, e ainda obtiveram a maior 
manutenção da firmeza de polpa em pêssegos Florida príncipe, com o avançar do tempo de 
armazenamento, quando tratados com 1% e quitosana. 
Como relatado por Zengxin et al. (2013) a quitosana impediu a evolução da podridão 
causada por M. fructicola ativando enzimas relacionadas a patogenicidade como as 
peroxidases, quitinases e β-1,3-glucanase. 
Como diversos trabalhos vêm demonstrando o potencial de quitosana no controle de 
podridões pós-colheita de pêssegos. Como diferencial esse trabalho buscou avaliar condições 
de armazenamento similares as empregadas no processo de comercialização, ou seja a 
temperatura de exposição nos mercados, ou seja, 26oC, enquanto que na grande maioria dos 
trabalhos consideraram temperaturas de armazenamento refrigerado. 
O objetivo do trabalho foi avaliar diferentes concentrações de quitosana na indução de 
resistência a podridão parda em pós-colheita de pêssegos cv. ‘Delicioso’ e no controle de 
Monilinia fructicola in vitro. 
4.4 MATERIAL E MÉTODOS 
Foram conduzidos dois experimentos no Laboratório de Fitopatologia da Universidade 
Tecnológica Federal do Paraná - Câmpus Dois Vizinhos, no ano de 2013, sendo que o 
Experimento I buscou avaliar a interferência das diferentes concentrações de quitosana na 
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indução de resistência a podridão parda em pós-colheita de pêssegos cv. Delicioso. Já o 
experimento II, verificou o efeito da quitosana sobre o patógeno, avaliando o controle de 
Monilinia fructicola em condições in vitro. O isolado foi obtido da micoteca do laboratório de 
sementes e fungos fitopatogênicos da Universidade Federal de Pelotas. 
4.4.1 Experimento I – Indução de Resistência a podridão parda: 
Os frutos de pêssegos cv. Delicioso, foram colhidos quando apresentavam-se em 
estádio de maturação para consumo (Firmeza de Polpa entre 11 e 8 Lbs sólidos solúveis totais 
de 14 a 15,5 ºBrix e acidez de 4 a 6 cmol/L) (GIRARDI; LOMBRADI, 2003) Fez-se no 
laboratório uma seleção dos frutos, quanto ao tamanho, grau de maturação e ausência de 
injúrias. As unidades experimentais foram constituídas de uma bandeja de polipropileno com 
dimensões de 20 cm de comprimento por 10 cm de largura, contendo vinte frutos. 
As soluções de quitosana para a aplicação dos tratamentos foram preparadas com 
material obtido em farmácia de manipulação, com 98% de pureza do produto, a qual foi 
diluída em solução contendo ácido acético a 1%, e então, ajustadas as concentrações com 
água destilada (0,25; 0,5; 1 e 2%), sendo para testemunha somente água destilada. O 
delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repetições.   
 Os tratamentos foram aplicados logo após o preparo da quitosana, sendo os pêssegos 
imersos em solução de quitosana por 1 minuto, nas concentrações referentes aos tratamentos. 
Em seguida os frutos foram colocados nas bandejas e estas envolvidas com filme tipo PVC 
esticável e armazenadas em câmara de crescimento, por 48 horas, a 26ºC ± 1ºC, sem 
fotoperíodo.  
Após 24 horas da aplicação dos tratamentos, inoculou-se M. fructicola (5.10-3 
conídios/mL-1), na quantidade aproximada de 20 µml por pêssego, diretamente em lesões de 2 
mm provocadas com o auxílio de uma ponteira, na região equatorial do fruto em posições 
opostas, sendo em seguida novamente armazenados na câmara. 
Após 48 horas de armazenamento avaliou-se a perda de massa, firmeza de polpa, 
sólidos solúveis totais (SST), acidez titulável (AT), incidência e diâmetro da lesão da podridão 
parda (severidade) e esporulação de M. fructicola. Ao termino das 48 horas retirou-se 
amostras de frutos, dos diferentes tratamentos, para determinação de análises bioquímicas de 
açúcares totais e redutores, proteínas totais, fenóis e atividade das enzimas relacionadas a 
patogenicidade (proteínas-RPs), sendo a peroxidase, fenilalanina amônia-liase, quitinases e β-
1,3-glucanase. 
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A perda de massa dos pêssegos foi obtida pela diferença de massa do dia da instalação 
do experimento e do valor encontrado na pesagem após 48 horas de armazenamento, expresso 
em percentual.  A firmeza da polpa foi realizada com auxílio de penetrômetro TR, modelo RT 
– 327, ponteira de 8 mm de diâmetro. Os resultados foram expressos em libras/cm2 e 
transformados para Newton. O teor de SST foi analisado do suco extraído dos frutos, com o 
auxílio de um extrator manual, e mensurado com auxilio de um refratômetro digital, sendo os 
valores foram expressos em °Brix. A acidez total titulável (ATT) foi determinada de 10 mL de 
suco dos frutos diluído em 90 mL de água destilada, seguido por titulação com uma solução 
de hidróxido de sódio 0,1 N até pH 8,1, sendo expresso em meq.100 mL-1. A avaliação da 
incidência de podridões foi realizada com auxílio de um estereomicroscópio binocular, sendo 
confirmados os sintomas de doenças e se as lesões estavam com esporulação. 
Nas análises bioquímicas a quantificação de proteínas totais, foi realizada com 
amostras da polpa dos pêssegos maceradas em almofariz com 5ml de tampão fosfato 0,2 M 
(pH 7,5). Em seguida, o material foi centrifugado (14.000g / 10 min a 4°C) e o sobrenadante 
coletado. Para quantificação do conteúdo total de proteínas das amostras, foi empregado o 
teste de Bradford (1976). A leitura de proteínas totais foi realizada em espectrofotômetro a 
630 nm, utilizando soro albumina bovina como padrão. 
As concentrações de açúcares solúveis totais foram determinadas pelo método fenol-
sulfúrico descrito por Dubois et al. (1956). As amostras foram maceradas em almofariz 
contendo 5 mL de tampão fosfato 0,2M – pH 7,5, centrifugadas por 5 minutos a 10.000 g. 
Utilizando-se 2 uL do extrato e adicionando-se 0,5mL de fenol a 5,0% + 2,5 mL ácido 
sulfúrico concentrado. A leitura das amostras foram realizadas a 490 nm. A concentração de 
açúcares totais foi determinada através de curva padrão de glicose. 
Açúcares redutores foram determinados pelo método do dinitrosalicilato (DNS) 
(MILLER, 1959). As amostras foram maceradas em almofariz contendo 5mL de tampão 
fosfato 0,2M – pH 7,5, centrifugadas por 10 minutos a 14.000 g a 4oC. Utilizando-se 0,5 µL 
do extrato e adicionando-se 1,0 mL de água destilada  + 1,0 mL reagente DNS. A leitura das 
amostras foram realizadas a 540 nm. As concentrações de açúcares redutores foram 
calculadas em função de curva padrão de glicose. 
A quantificação dos Fenois totais foi obtida a partir do método de Bieleski; Turner 
(1966) e Jennings (1981). As amostras de 1 g foram maceradas em almofriz juntamente com 4 
mL da solução MCA (metanol, clorofórmio, água 6/2,5/1,5) ou seja 600ml,250ml e 150ml 
quando para 1 litro; colocadas no ependorfe e centrifugar a 6.000 rpm a 20 ºC por 20 minutos. 
Em seguida foi retirado o sobrenatante total, sendo o resíduo sólido restante utilizado para 
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realizar nova extração, adicionando mais 4 mL de MCA, agitando no vortex e centrifugando 
novamente a 6.000 rpm, 20 ºC por 20 minutos, o mesmo foi coletado e adicionado ao 
primeiro sobrenadante. Posteriormente adicionou-se mais 1,5 mL de água ao extrato MCA 
sendo então centrifugar a 6.000 rpm, 20 ºC por 15 minutos. 
A partir deste extrato MCA foi utilizado 0,5 mL da parte superior do sobrenadante, 
onde adicionou-se 0,5 mL de água + 0,5 mL do reagente de Folin – Ciocalteau diluido 1:10, 
misturando em seguida em vortex e após 15 minutos, adicionou-se 5 mL do reagente alcalino 
(preparado de carbonato de sódio 2% em solução de hidróxido de sódio 0,1 N, novamente 
agitou-se em vortex e após 50 minutos foram realizadas as leituras em espectofotômetro a 760 
nm. Sendo o resultado expresso em mg g de tecido vegetal. 
As peroxidases foram determinadas pelo método preconizado por Matsuno; Uritani 
(1972), a partir de uma amostra dos frutos de cada unidade experimental, colocada em um 
recipiente de porcelana que encontrava-se refrigerado, pois esta análise deve-se processar a 
temperatura inferior a 4 ºC. As amostras foram maceradas com 3,0 ml tampão fostato 0,05 M 
(pH 7) com mais 0,005g polivinilpirrolidona. O extrato foi acondicionado em tubos ependorfe 
devidamente identificados que foram levados para a centrífuga por 20 minutos, a 4 ºC e a 
5000 rpm. Após centrifugação, foi retirado 2,0 mL do sobrenadante e colocado em tubos de 
ensaios identificados, aonde encontrava-se o preparado de 3,0 mL do tampão citrato (pH 5,0) 
mais 0,5 ml água oxigenada a 3 % e mais 0,5 ml guaiacol 0,5 %. A solução foi agitada e 
colocada por 15 minutos em banho-maria 30ºC e após 10minutos em gelo para pararem as 
reações. Finalmente foi adicionado 0,5 mL de bisulfito de sódio, agitado e feita a leitura a 450 
nm em espectrofotômetro, obtendo-se assim os valores de absorbância.  
A fenilalanina amônia-liase foi quantificada através do método colorimétrico do ácido 
trans-cinâmico liberado do substrato fenilalanina, conforme metodologia descrita por Kuhn 
(2007), aonde se utilizou 0,5 mL do suco das frutas com mais 3,0 mL do tampão TRIS – HCl 
pH 8,0. Este extrato foi acondicionado em tubos ependorfe devidamente marcados que foram 
levados para a centrífuga por 10 minutos, a 4 ºC e a 6000 rpm. Após, foi transferido uma 
alíquota de 200 µL para tubo de ensaio identificado, acrescentando-se mais 3,0 mL do tampão 
de extração. A solução foi agitada, obtendo-se assim, o extrato enzimático. Deste extrato, 1,5 
mL foi transferido para outro tubo de ensaio, com mais 1,0 mL do tampão de extração e 0,5 
mL de fenilalanina. Novamente, esta solução foi agitada para homogeneização. E após, os 
tubos foram incubados em banho-maria por 45 minutos a 40ºC. Depois de retirados do banho-
maria, os tubos foram colocados em banho de gelo por 5 minutos para interromper a reação e 
assim em seguida realizar as leitura em espectrofotômetro a 290 nm. 
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Para dosagem das atividades de quitinase e β-1,3-glucanase foram realizadas com 
adaptações da metodologia proposta por Wirth; Wolf (1992). As amostras foram maceradas 
em 2,0 mL de tampão acetato 100 mM (pH 5,0), com posterior centrifugação (20.000 g por 25 
min, a -4 °C). O sobrenadante foi coletado e utilizado para a avaliação da atividade das 
enzimas. A atividade enzimática da quitinase foi avaliada através da liberação de fragmentos 
solúveis de quitina carboximetilada marcada com remazol brilhante violeta (Sigma). Para 
determinação espectrofotométrica das atividades de β-1,3-glucanase nos extratos foi utilizado 
como substrato solução de Curdlan (Sigma). 
4.4.2 Experimento II - Efeito da quitosana sobre M. fructicola in vitro 
O isolado do fungo M. fructicola foi obtido no Laboratório de Fitossanidade da 
Universidade Tecnológica Federal do Paraná, Câmpus Dois Vizinhos/PR. O fungo foi 
repicado em placas de Petri®, contendo meio BDA, e mantidas em B.O.D. a 25 ± 2ºC, com 
fotoperíodo de 12 horas.   
Os tratamentos foram concentrações de quitosana, sendo em mesmas avaliadas no 
experimento I (0,25; 0,5; 1 e 2%). A unidade experimental foi constituída por uma placas de 
Petri® de vidro com 9 cm de diâmetro, em quatro repetições.   
Os meios de cultura BDA (batata-dextrose- Agar) receberam a adição de quitosana nas 
diferentes concentrações, conforme preparação descrita no experimento I, sendo somente 
como diferencial que antes de serem inseridas ao meio foram esterilizada em banho-maria a 
60oC por 6 horas. Em seguida, em câmara de fluxo laminar, os preparados foram vertidos  na 
quantidade de 18 mL por placa de Petri®.   
Após a solidificação do meio, os discos com 10 mm de diâmetro contendo o micélio 
do fungo M. fructicola foram dispostos no centro da placa. Então, estas foram tampadas, 
lacradas com papel filme e acondicionadas em B.O.D. à temperatura de 25 ± 2ºC e 
fotoperíodo de 12 horas. 
A avaliação do experimento foi realizada com 24 e 48 horas, com a utilização de 
medição, com auxilio de um paquímetro, perpendicularmente  em dois diâmetros (A e B) pré-
definidos antes do crescimento micelial do fungo. O experimento foi finalizado quando o 
fungo M. fructicola atingiu a borda de uma das placas. 
Os dados dos experimentos foram submetidos aos testes de Normalidade e 
posteriormente à análise de variância. As médias comparadas pelo teste de regressão (p=0,05), 
com auxílio do software Assistat. 
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4.5 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
A ocorrência de podridões nos frutos de pêssego cv. Delicioso’ diminuíram em função 
dos tratamentos com quitosana com destaque para a concentração de 0,25% de quitosana. 
Resultado semelhante ao obtido por Santos et al. (2008) em pêssego cv. Douradão aplicando 
1% de quitosana, onde reduziu em 10% a incidência de podridão parda e nos trabalhos 
realizados por  Li; Yu (2000) com 5,0 e 10,0 mg ml-1 de quitosana, Bassetto (2006) utilização 
uma solução de quitosana a 1%; e Zengxin et al. (2013) obteve controle efetivo com o 
aumento das concentração de 0,5 a 5g L-1 de quitosana. 
A atividade da quitosana é conhecida também em outros frutos, como descreve 
Botelho et al. (2010) em maçãs ‘Castel Gala’ e Camili et al. (2007) em uvas ‘Ítália” no 
controle do mofo cinzento causado por Botrytis cinerea, utilizando 1,5 e 2% de concentração. 
Bem como o trabalho realizado com caqui cv. Rama Forte, por Cia et al. (2010) onde o 
polímero reduziu a severidade e a incidência da podridão mole, com a aplicação da solução de 
1,5%, de quitosana. 
Diante destes resultados é possível inferir que a quitosana apresenta potencial no 
controle da podridão parda em frutos de pêssego. Segundo BEGER et al. (2011). A quitosana 
apresenta a capacidade de desorganizar a parede celular e a membrana citoplasmática do 
fungo provocando o rompimento da célula, portanto a sua morte. 
Com relação à firmeza de polpa, com o aumento da concentração de quitosana 
aplicada, promoveu a manutenção da firmeza da polpa dos frutos de pêssego (Figura 1), 
inversamente proporcional à incidência de podridões. 
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Figura 1: Firmeza de polpa de frutos de pêssego cv Delicioso’, após aplicação de diferentes concentrações de 
quitosana em pós-colheita, e armazenados em câmara de crescimento a 26ºC por 48 horas, UTFPR. Dois 
Vizinhos – PR, 2014. 
 
 
A diminuição da firmeza está intimamente relacionada com o processo de maturação 
dos frutos, portanto com as transformações de substâncias que compõem a parede celular 
como as substâncias pécticas (CHITARRA; CHITARRA 2005). 
O que possibilita inferir que a quitosana atuou diminuindo a velocidade de maturação 
e da respiração dos frutos. Segundo relatam Bhaskara-Reddy et al. (1998) a quitosana, 
possivelmente diminuiu a atividade de enzimas de desestruturação da parede, mantendo os 
frutos com maior firmeza de polpa. 
Dados confirmados por Hongye; Ting (2000); Li; Yu (2000); Ma et al. (2013) onde os 
tratamentos com quitosana (5,0 e 10,0 mg ml -1) promoveram a diminuição na velocidade de 
maturação e na perda de firmeza em frutos de pêssego. Já El-Badawy (2012) obtiveram os 
mesmos resultados com a concentração de 1%. 
Outro dado relevante é a correlação da manutenção da firmeza com a diminuição da 
incidência da podridão parda, pois conforme ocorreu o aumento das concentrações de 
quitosana, a incidência diminuiu e a firmeza foi mantida. Desta forma acredita-se que o fungo 
M. fructicola encontrou dificuldades para infectar e colonizar os frutos de pêssego. 
Quanto ao parâmetro perda de massa os tratamentos promoveram a diminuição das 
perdas com o aumento das concentrações de quitosana (figura 2) 
 
 
Figura 2: Perda de Massa de frutos de pêssego cv Delicioso’, após aplicação de diferentes concentrações de 
quitosana em pós-colheita, e armazenados em câmara de crescimento a 26ºC por 48 horas, UTFPR. Dois 
Vizinhos – PR, 2014. 
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A perda de massa é causada principalmente pela perda de água do fruto através da 
transpiração e da respiração, portanto intimamente ligada à maturação, estrutura física e 
química cuticular. 
A diminuição da perda de massa pode ter ocorrido pela capacidade que a quitosana 
apresenta de formar uma camada filmogênica quando o tratamento é realizado por imersão 
dos frutos em solução de quitosana (Assis, 2009). 
A formação do biofilme diminui as trocas gasosas por transpiração e pela respiração 
dos frutos. Esse resultado é de extrema relevância, pois, com a manutenção da turgescência 
dos frutos, os mesmo teriam tempo e qualidade maiores para a sua comercialização.  
Resultados semelhantes são descritos por El-Badawy (2012) utilizando quitosana a 1% 
e por Ghasemnezhad et al. (2010) como as concentrações de 0,25; 0,5 e 0,75% em frutos de 
pêssegos. 
El Hadrami (2010) relata que a quitosana além de inibir diretamente o crescimento 
micelial, mantém a firmeza e evita a perda de massa, e pode atuar como um indutor de defesas 
nos frutos estimulando a produção de compostos fenólicos e ativando genes que quando 
traduzidos formam proteínas RPs (ligadas a patogênese) como as peroxidases, quitinases e a 
β-1,3 glucanase (Rabeas et al., 2003; Khan et al., 2003; Bassetto, 2006). 
As variáveis bioquímicas como açúcares totais; açúcares redutores, fenóis e a enzima 
peroxidase dos frutos de pêssego, não foram afetadas pelas diferentes concentrações de 
quitosana testadas no experimento (Tabela 1).  
 
 
Tabela 1: Açúcares Redutores (UAbs min-1/mg proteína), Açúcares Totais (UAbs min-1/mg proteína), Fenóis,  
e Peroxidase, 96 horas após a aplicação de concentrações de quitosana em pós-colheita de pêssego e 
armazenados a 26ºC por 48 horas, UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 2014. 
Concentração de 
quitosana (%) 
Açúcares 
Redutores UAbs 
min-1/mg 
proteína 
Açúcares Totais 
UAbs min-1/mg 
proteína 
Fenois 
(UAbs min-1/mg 
proteína), 
Peroxidase 
(unidade 
enzimática.minuto-
1), 
0,00 0.00362ns 91.25682ns 0,465543ns 2,290278ns 
0,25 0.00490 104.37340 0,4618 2,6252 
0,50 0.00324 97.09581 0,470553 2,095932 
1,00 0.00366 100.04270 0,492439 1,895237 
2,00 0.00438 76.09888 0,543239 2,137323 
ns – não significativo pelo teste de análise de variância ao nível de 5% de probabilidade de erro. 
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Há não observação de diferenças entre os tratamentos pode estar relacionado a alta 
atividade metabólica dos frutos e curto período de armazenamento.  
Os açúcares totais (glicose, frutose, maltose e sacarose) e os redutores (glicose, 
frutose, maltose) são biomoléculas diretamente envolvidas no metabolismo primário vegetal, 
constituindo uma importante fonte de energia, que pode sustentar a produção de compostos 
fenólicos através da rota de dos fenilpropanóides. Esta rota esta relacionada com a produção 
de ligninas, responsável pela formação de estruturas nas paredes celulares que dificultam a 
penetração do fungo.  
Da mesma forma que os açúcares totais e os redutores os níveis de fenóis e 
peroxidases não foram alterados significativamente com as concentrações de quitosana 
quando aplicada em pêssego por imersão. Segundo Silva et al. (2008) os compostos fenólicos 
são moléculas relacionadas com diversas funções, no entanto uma das principais funções é a 
defesa do vegetal frente a patógenos e insetos, pois são compostos com característica tóxicas. 
As peroxidases são enzimas que desempenham diversas funções, como a síntese de ligninas, 
morte celular e ação direta sobre o patógeno.  
Segundo Taiz; Zeiger (2006) o peróxido de hidrogênio promove a ligação cruzadas 
entre proteínas, o que torna a parede celular mais rígida e resistente. Porém autores descrevem 
dados conflitantes relacionados com as peroxidases, Mazaro (2007); Zengxin et al. (2013) 
observaram que a atividade das peroxidases foram estimuladas pelo uso da quitosana, já 
Felipini; Di Piero (2008) citam que a imersão de maçãs em quitosana não afetou 
significativamente a atividade de peroxidases. O que demonstra a dificuldade de relacionar a 
peroxidase com as defesas vegetal, principalmente pela multi função que esta enzima 
apresenta. 
 No entanto as defesas dos vegetais também estão ligadas com a ativação de outras 
rotas e genes relacionados com a produção de enzimas hidrolícas. Segundo Zengxin et al. 
(2013) a incidência de podridão parda foi diminuída e a atividade das enzimas quitinases e 
glucanases foram aumentadas 24 e 48 horas após o tratamento com quitosana (5 g L-1). Já El 
Ghaouthet al. (1992) citam que em frutos de morango, a quitosana teve efeito na diminuição 
das podridões, no entanto, não estimulou a atividade enzimática de quitinases e glucanases.  
No referido trabalho os teores de proteínas, atividade da FAL, quitinases e β-1,3 
glucanase foram alteradas pelos tratamentos com quitosana, sendo pronunciada após 48 horas 
(tabela 02). 
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Tabela 2 Concentração de proteínas (mg.g tecido-1), FAL (UAbs.µg prot.mL-1), quitinase 
(Unid.enz./min./mg.proteina) β-1,3 Glucanase (Unid.enz./min./mg.proteína) presentes nos extratos de pêssegos 
tratados com quatro concentrações de quitosana e avaliada no término de 48 hs. UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 
2014. 
Tratamentos Avaliações bioquímicas enzimáticas 
 48 horas Média 
Proteínas                      UAbs min-1/mg proteína 
Testemunha 2,3 2,2 2,2 2,5 2,3b 
Quitosana (0,25 
mM) 
2,8 2,8 2,3 2,6 2,6a 
Quitosana (0,5 
mM) 
2,0 2,2 2,1 2,1 2,1bc 
Quitosana (1,0 
mM) 
1,9 1,9 1,9 1,8 1,9c 
Quitosana (2,0 
mM) 
2,1 2,0 2,2 2,2 2,1bc 
FAL                                  UAbs min-1/mg proteína 
Testemunha 0,0002 0,00018 0,00019 0,00015 0,00024c 
Quitosana (0,25 
mM) 
0,00012 0,00026 0,00033 0,00018 0,0003c 
Quitosana (0,5 
mM) 
0,001 0,00021 0,00023 0,0003 0,00031b 
Quitosana (1,0 
mM) 
0,00032 0,0005 0,00033 0,00042 0,00038b 
Quitosana (2,0 
mM) 
0,0005 0,0006 0,00043 0,0004 0,00051a 
Quitinase                          Unid.enz./min./mg.proteina 
Testemunha 0,0012 0,0003 0,00015 0,0004 0,0003b 
Quitosana (0,25 
mM) 
0,002 0,00007 0,0008 0,0006 0,0003b 
Quitosana (0,5 
mM) 
0,0003 0,00008 0,0004 0,00008 0,0003b 
Quitosana (1,0 
mM) 
0,0002 0,0001 0,00014 0,0002 0,0003a 
Quitosana (2,0 
mM) 
0,001 0,0001 0,0005 0,00015 0,0004a 
β-1,3 Glucanase                     Unid.enz./min./mg.proteina 
85 
 
 
Testemunha 0,0022 0,0022 0,0032 0,0012 0,0020c 
Quitosana (0,25 
mM) 
0,0013 0,0024 0,0015 0,0023 0,0024c 
Quitosana (0,5 
mM) 
0,0018 0,0016 0,0024 0,0020 0,0029c 
Quitosana (1,0 
mM) 
0,0051 0,0031 0,0040 0,011 0,0038b 
Quitosana (2,0 
mM) 
0,0077 0,0034 0,0050 0,0038 0,0056a 
*Médias seguidas pela mesma letra minúscula nas colunas não diferem entre si pelo teste de Tukey (p≤0,05).  
ns=não significativo. 
 
 
Os níveis de proteínas foram alterados significativamente pelos tratamentos, 
apresentando uma elevação com o aumento da concentração da quitosana. O que sugere uma 
relação com a ativação dos genes de defesas, responsáveis pela síntese das enzimas FAL e das 
RPs, quitinases e β-1,3 Glucanase, pois sendo enzimas apresentam estrutura molecular 
proteica. 
Segundo Freddo (2012) maiores teores protéicos podem indicar que houve um maior 
níveis proteicos pela ação da quitosana. Bem como o observado por Kuhn (2007) tratando 
feijoeiro com acibenzolar-S-metil (ASM), onde o indutor promoveu o aumento dos níveis de 
proteínas, indicando a ativação dos genes de defesa e outras proteínas vegetais. 
 A hipótese de indução de resistência é descrita por vários autores em diferentes frutos. 
De acordo Pascholatti (2011), as proteínas-RP (proteínas relacionadas à patogênese), podem 
ser produzidas por tecidos em respostas a ação de agentes indutores endógenos e exógenos. 
O aumento observado nos níveis da FAL em todas as concentrações indica que a 
quitosana atua na rota dos fenilpropanóides, e essa resposta pode ser relacionada com a 
síntese de compostos fenólicos como as ligninas que estão intimamente relacionadas com o 
fortalecimento das paredes celulares em resposta a infecção do fungo M. fructicola causador 
da podridão parda.  
A rota do ácido chiquímico, ou também denominada dos fenilpropanóides é a 
principal via de formação de compostos fenólicos, sendo que a FAL é a enzima chave na 
síntese destes compostos. A FAL atua na desaminação da L-fenilalanina, formando ácido 
trans-cinâmico e amônia. O ácido trans-cinâmico pode ser incorporado em diferentes 
compostos fenólicos (ácido 4-cumárico, ácido caféico, ácido ferúlico), os quais estão 
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presentes na formação de ésteres, cumarinas, flavonóides e ligninas (CAVALCANTI et al., 
2005).  
Neste trabalho os tratamentos com quitosana, promoveram o aumento na atividade das 
quitinases e da β-1,3 glucanase, indicando que essa molécula atua na indução de resistência 
ativando as proteínas relacionadas a patogenicidade. 
Resultados semelhantes são relatados por Zengxin et al. (2013) em frutos de pêssego, 
onde a quitosana atuou como molécula indudtora, ativando as respostas de defesa nos frutos 
expressando aumento dos níveis de quitinases e da β-1,3 glucanase. Outros trabalhos já 
demonstraram a ação de quitosana sobre a indução dessas enzimas hidrolíticas em morangos, 
como os descrito por Mazaro et al. (2008; 2012) onde a quitosana em diferentes 
concentrações ativou as quitinases e glucanases. Ainda, outros autores relatam que o indutor 
ativou a proteínas PRs em frutos de pêra (XIANGHONG et al., 2010), de mangas 
(PONGPHEN et al., 2007) e em uvas observado por Aziz et al, (2006). 
Esse aumento pode ser relacionado com o controle da podridão já que a parede celular 
de muitos fungos são formadas por polissacarídeos quitina e β-1,3-glucano, que são substratos 
para a quitinase e a β-1,3-glucanase, respectivamente (WESSELS e SIETSMA, 1981) sendo, 
portanto M. fructicola causador da podridão parda controlado através da degradação da parede 
celular provocado a sua morte. 
Em relação aos dados obtidos no experimento in vitro, observou-se que, a solução de 
quitosana, nas maiores concentrações (1 e 2%), suprimiu o crescimento micelial M. fructicola, 
sendo o tratamento testemunha o que apresentou o maior crescimento micelial (Figura 2). 
 
87 
 
 
Figura 3: Crescimento micelial (cm) do fungo Monilinia fructicola em meio de cultura com adição de diferentes 
concentrações de quitosana (0, 0,25, 0,5, 1, 2%) armazenados em câmara de crescimento a 26ºC por 48 horas, 
UTFPR. Dois Vizinhos – PR, 2014. 
 
 
Esses resultados confirmam a atividade fungistática ou fungicidade que outros autores 
relatam quando utilizada a quitosana em experimentos in vitro. Maia (2009) observou que a 
quitosana inibiu o crescimento em 37 % e 56 % o crescimento micelial de Botryosphaeria sp. 
e Glomerella cingulata, e Bautista-Baños et al. (2003) sob o fungo Colletotrichum 
gloeosporioides utilizando soluções com 2 e 3 % e o controle da doença antracnose em 
mamão com 1,5% de quitosana. 
Cia et al. (2010) relatam que a quitosana inibe completamente o crescimento micelial 
de R. stolonifer, em concentração tão baixa quanto 0,5%. Ainda é relatado por Sattolo et al. 
(2010) o controle do fungos de madeira em Pinus sp tratadas com quitosana. 
  Em uma avaliação conjunta dos dados, permite afirmar que o emprego de quitosana 
quando aplicado em pós-colheita, reduz a podridão de frutos, e que tal resultado, está 
relacionado ao processo de indução de resistência ativando as proteínas-RPs e também ação 
direta da quitosana sobre M. fructicola. 
4.6 CONCLUSÕES 
Quitosana atua na indução de resistência a podridão parda em pós-colheita de pêssegos 
cv. “delicioso” ativando as enzimas FAL, quitinase e β 1,3-glucanses., 
A quitosana atua no controle de M. fructicola in vitro com ação fungistática. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 
Os estudos realizados com a quitosana na indução de resistência a podridão amarga 
nas maçãs, ao mofo cinzento em morangos e a podridão parda em pêssegos permite afimar 
que esta molécula atua como um indutor das defesas dos frutos. Apresentando resultados na 
atividade de síntese de proteínas RPs, como as peroxidases, quitinases e β 1,3-glucanase, além 
da enzima chave do metabolismo dos fenilpropanóides a FAL. No entanto diante dos 
resultados foi possível verificar que diferentes espécies de plantas, respondem de forma 
também diferente aos estímulos promovidos pela quitosana, podendo ativar certos tipos de 
proteína RP em uma espécie e em outras, porém pode outras respostas, como a ativação da 
síntese de compostos fenólicos. 
Além da ativação das defesas, o indutor apresentou efeitos diretos in vitro sobre os 
patógenos causadores das podridões. 
Contudo, novos trabalhos devem ser organizados considerando o tempo de tratamento, 
o momento da coleta de material para as análises bioquímicas e outras variáveis, a fim de 
verificar o comportamento fisiológico (enzimático) do material ao longo do experimento, bem 
com o avanço para a identificação dos genes responsáveis pelas respostas defensivas dos 
frutos. 
 
